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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AD Alzheimer kor (Alzheimer disease)

APP Amiloid prekurzor protein (Amyloid precursor protein)

AP B-amiloid (Amyloid beta)

fEPSP Mez6-serkentd posztszinaptikus potencial (Field excitatory

postsynaptic potencial)

CMVv Cytomegalovirus

GGA Geranil-geranil aceton

HSE Hésokk faktor kotd elem (Heat shock element)
HSF Hésokk faktor (Heat shock factor)

Hsp Hdésokkfehérje (Heat shock protein)

LTP Hosszu tavu potencidcio (Long term potentiation)
PPF Paros impulzus facilitacio (Paired pulse facilitation)
Psenl Presenilinl

ROS Reaktiv oxigén gyok (Reactive oxygen species)
SOD Szuperoxid-dizmutaz (Superoxide dismutase)



BEVEZETES

A Hsp27 a kismolstalya hésokkfehérjék csaladjanak egyik legtobbet tanulmanyozott,
legjobban ismert tagja. A stresszfehérjék egyik f6 feladata, azon tal, hogy a sejt nyugalmi
allapotaban is létfontossagu szerepet toltenek be, a sejtek védelme stressz koriilmények
kozott. Az €16 sejtek szamadra stressz hatds minden hirtelen megvaltozott koriillmény, példaul
magas homérséklet, hipoxia, de ide tartozik az etanol kezelés, illetve kiillonbozd betegségek,
koztikk neurodegenerativ elvaltozasok is. Megfigyelték, hogy neurodegenerativ betegségek
soran megnd a hdsokkfehérjék expresszidja az agyban, illetve tobb tanulmény szerint
kiilonboz6  stresszfehérjék védé hatassal rendelkeznek egyes idegrendszeri betegségek
tiineteivel szemben, példaul az Alzheimer-kérban is. Az Alzheimer-kér korunk egyik
leggyakoribb neurodegenerativ betegsége, mely az id6s6dé népességet egyre nagyobb
szdmban ¢érinti. Habdr nagyon sok tanulmany foglalkozik az  Alzheimer-kor
patomechanizmuséanak felderitésével, illetve kiilonboz6 gyogymoddok kifejlesztésével, a
betegség kialakulasanak egyes Iépései még ma sem teljesen tisztazottak. A stresszfehérjék
funkcidjuknal fogva igéretes célpontok lehetnek kiillonb6zdé neurodegenerativ betegségek
Kialakulasat gatlo, tiineteiket enyhité szerek kifejlesztése soran. Hogy nagyobb betekintést
nyerhessiink a kismolsuly hdsokkfehérjek altal kifejtett neuroprotektiv  hatdsok
mechanizmusaba, csoportunkban a Hsp27 szerepét vizsgaltuk két kiilonbozé idegrendszert
karositd folyamattal szemben, egyrészt az Alzheimer-kor tiineteinek kialakuldsa soran,

masrészt akut illetve kronikus etanol kezelés alatt.

A hosokkfehérjék

A stresszfehérjék, masnéven hdsokkfehérjék az éldvilagban daltalanosan elterjedt,
evoluciosan konzervalt fehérjék, melyek az ugynevezett chaperon fehérjék csaladjaba
tartoznak. 1962-ben Ritossa figyelte meg, hogy hdkezelés hatasara a drosophyla
oriaskromoszomajan kromoszdéma-kitiiremkedések jelennek meg. Ezek utdn szdmos fehérjét
fedeztek fel, amelyek magas homérséklet hatasara indukaldodnak, ezért hésokkfehérjéknek
nevezték el Oket. A késObbiekben megfigyelték, hogy nem csak hésokk hatdsara, de egyéb
stressz hatdsokra is megemelkedik ezen fehérjék expresszidja, igy ma mar a srtresszfehérje
elnevezés is hasznélatos. A legkiilonfélébb stressz hatasok aktivalhatjdk a hdésokkfehérjéket,
példaul hipoxia, ischemia, nehézfém vagy etanol kezelés, de fert6zések soran és egyeb

kiilonbozd betegségekben is megndhet az expresszidjuk. Stressz hatdsdra nagyon gyorsan
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indukéalodnak, hiszen egyik legfontosabb feladatuk a sejtek védelme stressz koriilmények
kozott. A prekondicionalas jelensége is a hdsokkfehérjékhez kapcsolddik. Ennek lényege,
hogy egy enyhébb stressz hatasara védelem alakul ki egy azt kovetd, er0sebb karosodassal
szemben. A jelenség magyarazata, hogy az enyhe stressz hatidsira megemelkedhet a
hésokkfehérjék termelddésének mértéke, ami a késObbiekben védelmet biztosit az amugy
letalis stressz hatasokkal szemben is (Li és Werb, 1982).

A legtobb stresszfehérje a sejt nyugalmi allapotaban is Iétfontossagl szerepet tolt be.
Molekularis chaperonként, un. dajkafehérjeként is funkciondlnak, amelyeknek fontos
szerepiik van a fehérjék bioszintézise és szerkezetiik kialakitdsa soran, valamint a kiilonb6z6
sejtszervecskék kozotti szallitasuk kozben (Morimoto és mtsai. 1992). A chaperonok
definici6 szerint olyan nem rokon, cellularis fehérjék, amelyek segitenek mas fehérjék helyes
konformacidjanak kialakitasaban, de nem képezik részét a végsé struktaranak (Ellis, 1990).
Olyan fehérjemonomereket is stabilizadlnak, amelyek késébb fognak &sszekapcsolddni, mint
példaul az aktin monomerek (Sun és mtsai. 1995). Az elromlott szerkezetii vagy rosszul
feltekeredett fehérjéket a sejt lebontéapparatusahoz irdnyitjak. Nem stressz koriilmények
kozott egyéb sejtfolyamatok szabalyozasaban is részt vesznek, példaul fehérjék lebontaséban,
stresszfehérjék részt vesznek a sejtek normédl homeosztazisdnak ¢és metabolizmusanak
szabalyozasaban is.

A sejtet ért kiilonbozd stressz hatdsara megvaltozhat a fehérjék konformacidja. Ha a
sejtet stressz éri, a hosokkfehérjék segitenek megelézni a fehérjék szerkezetének
megvaltozasat, megakadalyozzadk, hogy ezek a hibas szerkezetli fehérjék egymassal
aggregalodjanak, illetve részt vehetnek a menthetetleniil karosodott fehérjék proteoszomakhoz
torténd tovabbitasaban is (Becker és Craig, 1994). A hdsokkfehérjék a membran
mikodésében és védelmében is szerepet jatszanak (Horvath és mtsai. 2008). Ezenkiviil a
stresszfehérjék apoptozist gatld hatasat is megfigyelték, példaul a Hsp70 stresszkinazokat
(Gabai ¢és mtsai. 1998), a kismolsulyu hésokkfehérjék kaszpazokat gatolnak (Garrido és
mtsai. 1999).

A hosokkfehérjék termelddésének szabalyozasa

A stresszfehérjék expresszidjanak szabdlyozasa specidlis transzkripcios faktorok, az
igynevezett hosokk faktorok (HSF) aktivalodasan keresztiil torténik. Elesztdben a HSF nem
stressz koriilmények kozott is DNS-hez kotott, hokezelés hatasara azonban foszforilalodik,

aminek hatasara megné a transzkripcio aktivitasa (Jacobsen és Pelham 1998). Magasabb
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rendii eukariotdkban alapallapotban a HSF egy DNS-hez nem kapcsolodd monomer
formajaban van jelen a sejtek citoplazmajaban, majd stressz hatdsara trimerizalddik, ezutan a
hésokk faktor koté elemekhez (HSE). A folyamat nagyon gyorsan lezajlik, a hosokkfaktor
DNS-ko6té formaja par perccel a hékezelést kovetéen mar kimutathato (Morimoto 1992).
Gerincesekben eddig ot féle hoésokkfaktort irtak le. A HSF-1 a legfobb és legtdbbet
tanulmanyozott hdsokkfaktor, ami Kiilonb6z6 stressz hatasokra aktivalodik, és tobbféle
hésokkfehérje termelddését is szabalyozza. A HSF-2 foként a fejlodés korai szakaszaban ¢és a
differencidlodas soran miikodik, habar mar kimutattadk, hogy heterokomplexet képezve a
HSF-1-gyel fokozza annak hatasat a Hsp70 aktivalasa soran (He és mtsai. 2003). Az egér
HSF-3-mal kapcsolatban megfigyelték, hogy hdsokk hatdsira a sejtmagba transzportalodik,
de nem aktivalja a klasszikus hésokk géneket (Fujimoto és mtsai. 2010). A HSF-4 tobbféle
sejtre jellemzd (Tanabe ¢€s mtsai. 1999), de eléforduldsa a szemlencsében a legdominansabb

(Somasundaram és Bhat 2000).
A kismolsulyi hésokkfehérjék

A hdsokkfehérjéket altalaban molekulatomegiik szerint csoportositjdk. Az emlds
stresszfehérjéknek 6t nagy csaladjat kiilonboztetjiik meg: a Hsp100, Hsp90, Hsp70 és Hsp60
csalddot valamint a kismolsulya hdsokkfehérjék csaladdjat. A 27 kDa nagysagt Hsp27 a
kismolsulyu hdsokkfehérjék csaladjaba tartozo fehérje. Habar a stresszfehérjék meglehet6sen
konzervaltak, kismértékben kiillonbézhetnek az egyes fajokban, igy példaul az emberben és
patkanyban megtalalhaté Hsp27-nek az egérben egy 25 kDa-os izoformaja taldlhatd meg,
amit ennek megfeleléen Hsp25-nek neveztek el. A kismolsulyt hdsokkfehérjék 16-40 kDa
molekula tomegliek, és mindegyikiikben megtaldlhaté egy 100 aminosavas konzervalt C-
terminalis domén, az tigynevezett a-crystallin domén (de Jong és mtsai. 1998). A kismolsulya
hosokkfehérjékre jellemzd, hogy kiillonbdz6 nagysagh, akar 700 kDa-0s komplexeket
alkothatnak (Beck és mtsai. 2000). Ismeretes, hogy a kismolstalyt hésokkfehérjék kiilonbozo
poszt-transzlacios modositasokon is ateshetnek, ezek kozil a leggyakoribb a szerin
oldallancok foszforildcigja. Tobb kismolsulya hdsokkfehérje folyamatosan termelddik
kiilonbozd szovetekben, de expressziojuk szintje megemelkedik stressz hatdsokra, és egyes
betegségek soran (Kappe és mtsai. 2003). A kismolstulya hésokkfehérjék ATP fliggetlen
chaperonok. A Hsp27 egyik legfontosabb tulajdonsaga, hogy képes hozzakotédni a hibas
szerkezetl, instabil fehérjékhez, ezaltal megakadalyozza, hogy azok egymassal kapcsolodva

aggregatumokat képezzenek, ezzel egyiitt biztositja annak lehetdségét, hogy térszerkezetiik a
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késébbiekben helyrealljon. A kismolstlyt hésokkfehérjék ugyan 6nmagukban nem tudjak
kijavitani a szerkezeti hibdkat, de tovabbitani tudjak a hibéas fehérjéket az ATP fliggd
chaperonoknak, példaul a Hsp70 csalad tagjainak, amelyek feladata tobbek kozott a hibas,
sérilt szerkezetli fehérjék helyredllitdsa. A kismolsulyt hésokkfehérjéknek ezen kiviil anti-
apoptétikus és oxidativ stresszt gatld tulajdonsdgai is vannak, valamint a sejtvazhoz is

kapcsolddva stabilizalhatjak azt.

Az Alzheimer-kor

Az Alzheimer-kor (AD, Alzheimer’s disease) az egyik leggyakoribb neurodegenerativ
betegség, el6fordulasanak valosziniisége az életkorral aranyosan né (Evans és mtsai. 1989).
Jellemzd tiinetei a memoria és a kognitiv funkcidk folyamatos romlasa (McKhann és mtsai.
1984). A kor patologiai jellemzoi az amiloid-plakkok képzédése, a neurofibrillaris kotegek
kialakuldsa, a mikroglia aktivacid, a szabadgyokok keletkezése, a lipid peroxidacio, a
neuronalis metabolikus homeosztazis felborulasa és végiil az idegsejtek pusztulésa (Serrano-
Pozo ¢és mtsai. 2011, Monji és mtsai. 2001). A plakkok és neurofibrillaris kotegek kialakulasa
leginkabb azokra az agyteriiletekre jellemz6, amelyek a tanulasban, a memoria és a viselkedés
szabalyozasaban jatszanak szerepet, mint példaul az entorinalis kéreg, hippokampusz, bazalis
eléagy és az amygdala (Walsh és mtsai. 2002). A plakkok f6 alkotoelemei a B-amiloid
peptidek (AB), példaul AB-40 és AB-42 (Hardy és Selkoe, 2002, Mattson, 2004). Az Ap egy 4
kDa nagysagli polipeptid (Glenner és Wong, 1984), ami az amiloid prekurzor proteinbdl
(APP) keletkezik a B- és y-szekretazok proteolitikus hasitasa altal (Hardy és Selkoe, 2002,
Mattson, 2004). Az AP peptidek egymassal aggregalodhatnak, igy oligomerek,
protofibrillumok, érett fibrillumok alakulhatnak ki (Walsh és mtsai. 1999). Az AP
aggregacioja kiilonboz6 utvonalakon keresztiil okozhatja az idegsejtek pusztulasat.
Feltételezhetd, hogy a neurodegeneracid részben az amiloid lerakodas miatt kialakuld
kronikus gyulladasos folyamatok kovetkezménye (Akiyama és mtsai. 2000, Wyss-Coray és
Mucke 2002). Ezenkiviil az AP aggregatumok kiilonb6z6é formai direkt neurotoxikus hatéssal
is rendelkezhetnek (Glabe 2005, Kayed és mtsai. 2003). A legljabb eredmények szerint
inkabb a kevésbé aggregalt formak, mint példaul az oligomerek és protofibrillumok
rendelkeznek neurotoxikus hatdssal, és nem a nagyobb aggregatumok (Haass és Selkoe,
2007). Megfigyelték példaul, hogy az AP szolubilis formdja toxikusabb a cerebrovaszkularis
simaizom sejtkultirakra nézve, mint az aggregalt fibrillumok (Davis-Salinas és Van Nostrand,
1995). Tobb tanulmany is kimutatta, hogy a szolubilis amiloid oligomerek megvaltoztathatjak

a szinaptikus mikodést (Walsh és mtsai. 2002, Lesne és mtsai. 2006). Mas eredmények
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szerint az APP-t taltermeld transzgenikus egerekben intracellularis amiloid aggregatumok
alakulnak ki még a plakkok megjelenése eldtt. Ezek az intracellularis aggregdtumok a
szinapszisokban halmozdodnak fel, és Osszefliggésben allhatnak a kognitiv képességek
romlasaval, valamint hozzajarulhatnak az idegsejtek pusztulasdhoz (Oddo és mtsai. 2003,
Billings és mtsai. 2005). Bizonyos, hogy a f-amiloid kdzponti szerepet jatszik az Alzheimer-
kor tiineteinek kialakulasaban, igy a sejtek azon elemei, amelyek részt vesznek az amiloid
termel0désében, lebontdsadban vagy oligomerizaciojdban, jo célpontok Ilehetnek olyan

hatéanyagok kifejlesztésében, amelyek az Alzheimer-koér megel6zését célozzak.

Stresszfehérjék szerepe neurodegenerativ betegségekben

Az 1d6s0dd szervezetben a felborult homeosztazis miatt megnd a megvaltozott, hibas
szerkezetli fehérjék mennyisége. A helyzetet tovabb stlyosbitja, hogy a hibajavitd, lebontd
mechanizmusok sem mukddnek tokéletesen, igy a hibas fehérjék tovabb halmozodnak, ami a
csOkkent mennyiségli mikodoképes chaperonok tultelitddéséhez vezet. Ezek a folyamatok
aztan el6segithetik a fehérjeaggregatumok felhalmozodasat az id6s6d6 szervezetben, ami ha
az agyban torténik, neurodegenerativ betegségek kialakulasahoz vezethet (S6ti és Csermely,
2003). Ezért nem meglepd, hogy a stresszfehérjék thltermelése segitheti e betegségek tlineteit
csokkenteni.

Megfigyelték, hogy a plakkok az amiloidon kiviil kiilonbozé egyéb fehérjéket is
tartalmaznak, példaul kismolstlya hdsokkfehérjéket, amelyek befolyasolhatjdk az AP
biologiai funkcioit (Sun és MacRae, 2005). T6ébb tanulmany szerint a stresszfehérjéknek
szerepiik lehet kiilonb6z6é neurodegenerativ betegségek megeldzésében, nemcsak Alzheimer-
kor esetén, de egyéb rendellenességekben is, amelyekre fehérje aggregacio jellemzd. Példaul
a Hsp70 a motoneuron betegség modelljében, vagy a Hspl04 a Parkinson-koér modelljében
tiineteket (Katsuno és mtsai. 2005, Lo Bianco és mtsai. 2008). Tobb esetben kimutattak, hogy
az Alzheimer-korban szenvedd betegek agyaban megnovekedett a kiilonb6z6 hésokkfehérjék
expresszidja (Perez és mtsai. 1991, Muchowski és Wacker, 2005). Szamtalan in vitro
eredmény azt sugallja, hogy a stresszfehérjék, kiillondsen a Hsp70 gatolhatja az Alzheimer-kor
kialakulasat (Magrane” és mtsai. 2004, Evans és mtsai. 2006). Hoshino és munkatarsai (2011)
egy, az APP mutdns form4jat tGltermeld egértdrzson vizsgaltdk a Hsp70 hatasat. Azt
tapasztaltdk, hogy a Hsp70 hatdsara csokkentek az Alzheimer-kor patoldgiai tiinetei, és ezzel

parhuzamosan javultak a kognitiv képességek.



A stresszfehérjék termelddése fokozodik kiilonb6zd neurodegenerativ betegségekben,
igy védve meg az idegsejteket az oxidativ stressz, a szabadgyokok és a rendellenes szerkezetii
fehérjék okozta karosodasoktdl (Kalmar és Greensmith, 2009). Az Alzheimer-korban a
hésokkfehérjék az amiloid plakkokhoz és a neurofibrillaris koétegekhez kapcsolodva
mutathatok ki, és tobb tanulmany szerint a stresszfehérjék képesek megakadalyozni az AP
akkumulacidjat (Abdul és mtsai. 2006, Evans és mtsai. 2006, Shimura és mtsai. 2004).
Wilhelmus és mtsai. (2006) kimuttak, hogy a kismolsulyt hésokkfehérjék csaladjaba tartozo
Hsp20, Hsp27 és aB-crystallin er6sen kétédnek az AB peptidhez, és megakadalyozzak annak

crer

AP felhalmozodasat a sejtek felszinén.

Etanol és stresszfehérjék

Az alkoholfogyasztas gyakorlatilag az Osszes szervre hatassal van, kozottik az agy
mikddésére is. Az etanol szamos citotoxikus hatassal rendelkezik, melyek nagy része
sejttipustol fiiggetlen (Baker és Kremer, 1999). Az etanol tobbek kozott befolyasolja a
membran lipidek allapotat, denaturélja a fehérjéket, hatdsira megemelkedik a reaktiv oxigén
gyokok termelddése, ami lipidperoxidacidhoz vezethet. Tobb tanulmany szerint krénikus
etanol fogyasztds hatdsara megvaltozik a membranok fehérje Osszetétele kiilonbozo
szovetekben, tobbek kozott az agykéregben (Babu és Vemuri 1990, Babu és mtsai. 1990). Ez
a valtozas is hozzajarulhat a membran stabilitasanak romlasahoz. Valoszini, hogy az etanol
az agyban elsédlegesen az idegsejtek membranjan fejti ki hatasat (Goldstein és Chin 1981).
Egyrészt kozvetleniil is kapcsolodhat membranfehérjékhez, igy megvaltoztatva azok
Ezen kiviil szamos tanulmany bizonyitja, hogy az etanol hatdsira csokken a membran
rendezettsége, n6 a fluiditdsa, ami viszont hatassal lehet a kiilonb6zd receptorok és
ioncsatornak mukodésére, igy befolyasolhatja az egyes jelatviteli folyamatokat az agyban.
Etanol kezelés hatasara a reaktiv oxigén gyokok (ROS) termelédése is megnovekszik, melyek
ezutan kolcsonhatasba 1éphetnek a membran lipidekkel és fehérjékkel. A plazma membranban
talalhat6 zsirsavak oxidacidja jelentds valtozasokat okoz a membran szerkezetében, ami akéar
a sejtek pusztuldsahoz is vezethet (Mason és mtsai. 1997). Ezen kiviil a szabadgyokok a
fehérjéket is karosithatjdk, ami aggregatumok kialakuldsdhoz, vagy az enzimaktivitds
elvesztéséhez vezethet. Sergent és mtsai. (2005) munkaibdl az is kideriil, hogy a membranok
fluiditasanak novekedése is Osszefiiggésben all a megndvekedett ROS termelddéssel.

Valoésziniileg az etanol kezelést kovetd erdsodé ROS termelddés hozzajarul a membran
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szerkezetének megvaltozasdhoz, ami azutan az oxidativ stressz tovabbi erdsodéséhez, végiil a
sejtek pusztulasahoz vezet.

A fentiekbdl kideriil, hogy az etanol egy sor citotoxikus hatassal rendelkezik, melyek
végiil a sejtek pusztulasat okozzak. Ugyanakkor az akut vagy kronikus etanol kezelés,
hasonl6an mas karos hatasokhoz, stresszvalaszt valt ki, aktivalja a hésokkfaktorokat, ezaltal a
hésokkfehérjék termelddését. Tobb adat utal arra, hogy a stresszfehérjék termelddése megvédi
a sejteket az etanol citotoxikus hatasaitol. Yeo és mtsai. (2008) a ginzeng védé hatasat
vizsgaltak etanol altal kivaltott gyomor lézidkban. Azt tapasztaltak, hogy az etanol kezelés
elott alkalmazott ginzeng kezeléssel megelézhetd a 1éziok kialakulasa, és csokken az
apoptotikus sejtek szadma a gyomor nyalkahartyaban. Ugyanakkor a ginzeng kezelés hatasara
megemelkedett a Hsp27 és Hsp70 szintje, amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy a ginzeng
védd hatdsa legalabb részben ennek kdszonhetd. A geranil-geranil aceton (GGA), egy fekély
elleni gyogyszer, ami szintén megndveli a hésokkfehérjék expresszidjat. Mizushima és mtsai.
(1999) kisérleteik soran azt tapasztaltak, hogy a GGA-t gyomor nyalkahartya sejtekhez adva
megvédi azokat az etanol kezelés altal kivaltott apoptozis ellen.

A hdsokk és az etanol kezelés altal kivaltott stresszvalasz tobb hasonlosagot mutat
(Piper és mtsai. 1995). Mindkét hatas karositja a membrant, denaturalja a fehérjéket, és
hasonl6 valtozasokat okoznak a membran fehérjedsszetételében. Mivel hasonld karosoddsokat
okoznak, feltételezhetd, hogy a stresszfehérjék etanol kezelés soran is védelmet biztositanak.
Tobb tanulméany kimutatta, hogy az etanolkezelés hatdsara indukalodott hdsokkfehérjék
kapcsolatban 4llnak a megndvekedett alkohol tolerancia kialakuldasaval baktériumokban
(Jobin és mtsai. 1997, Mantis és Winans 1992). Coucheney ¢s mtsai. (2005) megfigyelték az
Oenococcus oeni tejsavbaktériumban, hogy a kismolsulyt hésokkfehérjék csaladjaba tartozo
Lo18 a membranhoz kapcsolodik hésokk, etanol vagy benzilalkohol kezelés soran. Ugy tiinik,
hogy a Lol8 szabdlyozza a membran tulajdonsagait, ndveli a molekuldris rendezettségét,
aminek hatdsara csokken a membran fluiditésa.

Tobb tanulmany szerint a Hsp27 és a Hsp70 tultermelése védelmet biztosithat az
oxidativ stresszel szemben. Példaul Mehlen és mtsai. (1996) Hsp27-et termeld sejtekben
TNF-a kezelés utan kisebb mértékili lipidperoxidacidt és protein oxidacidt tapasztaltak, ami
arra utal, hogy Hsp27 hatasara megnd a sejtek ellenallasa az oxidativ stresszel szemben.
Yamamoto és mtsai. (2000) munkajuk soran azt tapasztaltak, hogy a hdésokkal torténd
prekondicionalds, ami megndvekedett Hsp70 termelddéssel jar, megvédi a méj sejteket az
oxidativ stressztdl. Azt is kimutattak, hogy a Hsp27 védd hatast fejt ki a szivben ischémia-

reperfuzio soran, azaltal, hogy csokkenti az oxidativ stressz mértékét (Hollander és mtsai.
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2004). E tanulmanyok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a stresszfehérjék taltermelése az

etanol kezelés altal kivaltott oxidativ stresszel szemben is megvédheti a sejteket.



CELKITUZESEK

Munkank soran arra kerestiik a valaszt, hogy a Hsp27 fehérje rendelkezik-e neuroprotektiv
hatassal 1) akut illetve kronikus etanol kezelés alatt, valamint 2) az Alzheimer-kér soran
kialakul6 neurodegeneracioval szemben.
Ennek érdekében a kovetkezd feladatok megvaldsitasat tliztiik ki célul:
la) Humén Hsp27 fehérjét talteremld transzgenikus egértdrzs 1étrehozasa.
1b) Transzgenikus ¢és vad tipusu egércsoportok akut etanol kezelése.
Ic) Mozgaskoordinaci6 €s ataxia vizsgalata magatartas tesztekkel az etanol kezelést
kovetden.
1d) Transzgenikus és vad tipust egércsoportok kronikus etanol kezelése.
le) Ezt kovetden idegsejt elhalés vizsgalata Flouro-Jade C festéssel.
2a) A Hsp27 transzgenikus egértorzs keresztezése az Alzheimer-kor validalt
allatmodelljével (APPswe/PSEL1dE9).
2b) Tanulasi folyamatok vizsgalata magatartas tesztekkel Hsp27xAD modell
transzgenikus egerekben
2¢) Amiloid plakkok festése, és mennyiségi sszehasonlitasa a kiilonbozo
genotipust allatokban.
2d) Elektrofiziologias vizsgalatok hippokampusz szeleteken.

2e) Apoptdzis és neurodegeneracid vizsgalata immunhisztokémiai modszerekkel.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Plazmid konstrukcio eloallitasa

A human Hsp27 cDNS-t tartalmazé pIRES-hHsp27 plazmidot Wilbert Boelens-t6l
(University of Nijmegen, Hollandia) kaptuk meg. A human Hsp27 c¢cDNS-t a plazmidbol
kivagtuk, majd a viralis CMV promoter mogé klonoztuk (pCMV-hHsp27). A plazmidokbol a
transzkripcids egységet ApalI-Adel enzimekkel vagtuk ki, és az igy keletkezd 2,6 kb hossza
DNS fragmentet kitisztitottuk, és 2 ng/ul koncentracioban injektaltuk.

Transzgenikus egérvonalak eldallitasa pronucleus mikroinjekcioval

A hHsp27 transzgenikus allatok elballitisaira a hagyomanyos pronukleusz
mikroinjekciot alkalmaztuk. Petesejt donornak az FVB egértorzset valasztottuk. 6-8 hetes
néstény egereket vemhes kanca szérum (PMSG-Pregnant Mares Serum Gonadotropin,
Sigma), majd 48 o6éra mualva human gonadotropin hormon (HCG- Human Chorion
Gonadotropin, Sigma) intraperitonealis oltasaval szuperovulaltattunk. A megtermékenyitett
petesejteket a petevezet6bdl izolaltuk, és a kumulus sejtektdl rovid hyaluronidaz enzimes
kezeléssel valasztottuk el. A petesejteket tobbszor atmostuk M2 mediumban, €s utana
Osszegyljtottiikk. Mikroinjektalasra Hoffman optikdval és kondenzorral felszerelt Nikon
Eclipse TS 100 mikroszkopot ¢és Leitz-tipusi mikromanipulatort hasznaltunk. A
megtermékenyitett petesejtek him pronukleuszat 2 ng/ul linearizalt, tisztitott hHsp27 DNS-sel
injektaltuk. A mikroinjektalas végén az ép ¢€s egészséges petesejteket izolaltuk, és CBA

vazektomizalt himekkel parositott, CD1 alvemhes anyak petevezetdjébe iiltettiik vissza.

DNS tisztitasa egér szovetmintabol

A megsziiletett utddokbol 10 napos korukban szévetmintat vettiink (farok). A szdvetet
200 ul TNES (10 mM Tris, pH 7,5, 400 mM NaCl, 100 mM EDTA, 0,6% SDS) pufferben
10 ul proteinaz-K (10 pg/ml) hozzaadasaval emésztettiik 55°C-on, egy éjszakan keresztiil. A
fehérjéket 55 ul 6 M-0os NaCl hozzaadasaval soztuk ki, majd 10 perc centrifugalas utan a
feliiluszot tiszta eppendort csébe mértiik at, majd egy térfogatnyi kloroformot adtunk hozza. 5
perc centrifugalas utan a feliiluszot tiszta eppendorf csdbe mértik at, és 200 pl 95%-0s
jéghideg etanollal kicsaptuk a DNS-t. 30 perc centrifugalas utan (13000 rpm, 4°C-on) az
tiledéket 500 pul 70%-o0s etanollal mostuk at. Beszaritas utan 50 ul TRIS-HCI (pH 7,2)
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pufferben oldottuk vissza a mintdkat 65°C-on. A DNS oldatok koncentraciojat
spektrofotométerrel OD 260 nm-en (Nanodrop) hatdroztuk meg. A DNS mintdkat
felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

Egér szovetmintak PCR analizise

A megsziiletett utodokban a transzgén jelenlétét PCR reakcioval mutattuk ki. A 25 pl
Ossztérfogati PCR reakcidelegy 10 pl templat DNS-t, 7 ul H,O-t, 2,5 ul 10 x PCR puffer-t, 1-
1 pl forward és reverz primer-t, 2,5 ul dNTP-t és 1 ul Taq polimeraz enzimet (Fermentas)
tartalmazott. A PCR reakciokhoz a kdvetkezd primereket hasznaltuk:

Hsp27 forward primer: 5°-GTC CCT GGA TGT CAA CCA CT-3’

Hsp27 reverz primer: 5°- GAC TGG GAT GGT GAT CTC GT-3°

A PCR reakciot MJ Research PTC-200 PCR gépben futtattuk, a program paraméterei
a kovetkezok voltak: denaturacio: 94°C- 5 perc, denaturacié: 94°C- 40 s, annaeling: 65°C- 40
s, elongécio: 72°C- 40 s, 37 ciklusban, végiil 72°C- 5 perc a végek feltoltésére.

A PCR termékeket 2%-0s, etidium bromidot tartalmaz6 agaréz gélben szeparaltuk

120 mV-on.

Fehérje tisztitasa egér szovetmintabol

A fagyasztott szoveteket 50 mM Tris-HCI-t (pH 8), 0,1 mM NaCl-ot, 10 mM EDTA-t
¢és protedz inhibitort tartalmazo lizis pufferben homogenizaltuk, majd 30 perc centrifugalas
(10000 rpm, 4°C) utan a feliiluszot tiszta eppendorf csObe meértiik at. A fehérjemintak

crer

80°C-on taroltuk.

Western blot analizis

A kiilonbozo szervekben a human HSP27 fehérje kifejezodését eldszor Western blot
analizissel vizsgaltuk. Poliakrilamid gélre azonos mennyiségii (50 png) fehérjemintakat vittiink
fel. A gél egy 5%-os gyiijté és egy 15%-0s szeparald részt tartalmazott. A kiilonbozo
molekulatomegli fehérjeket 120 mV-0s, 90 perces futtatassal valasztottuk el. A gélen 1évo
fehérjemintdkat ezutan PVDF membranra blottoltuk (Millipore). A blottolasi id6 1 6ra volt
200 mA aramerdsségen. A blottolas utdn a membrant 5% tejport tartalmazé TPBS-ben
(Tween 20—1x PBS) aztattuk 1 o6ran keresztiil. Ezutan a membrant egy éjszakan at inkubaltuk
az elsédleges, nytlban termeltetett anti-human HSP27 antitesttel (Stressgen, 1:500) illetve

nytlban termeltetett anti-aktin ellenanyaggal (Sigma 1:5000). Haromszor 10 perces mosas
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(TPBS-ben) utan masodlagos, anti-nyul antitesttel (Jackson ImmunoResearch 1:50000) 30
percen at inkubaltuk a membrant. Ezt ujabb 3x10 perces mosas kovette. A kemilumineszcens
reagenssel (Millipore) 2 percig inkubaltuk a membrant, majd rontgenfilmet tettiink ra, és 10

perc exponalas utan elohivtuk.

Immunhisztokémia

A human Hsp27 fehérje eloszlasat az agyban immunhisztokémiai modszerrel
vizsgéltuk. Az agymintdkbol 10 pm vastagsagli fagyasztott metszeteket készitettiink,
melyeket acetonban fixaltuk 3 percig, majd felhasznalasig -80°C-on taroltuk azokat.
Kozvetleniil festés el6tt a metszeteket 20 percig inkubdltuk 1,5% Hy0,-t tartalmazo
metanolban, majd ujabb 20 percig 3% H»0,-t tartalmazd metanolban az endogén peroxidazok
semlegesitése érdekében. Ezt kovetéen 3x5 percig mostuk a mintakat PBS-ben, majd 0,1
mg/ml 11 tipusu kollagenazzal (Sigma) kezeltiik 6ket 5 percig. Ezt Gjabb mosas kovette, majd
1 oras inkubacio 5%-0s kecske-szérumban. Ezutan a metszeteket az elsddleges ellenanyaggal
(anti-human Hsp27, Stressgen, 1:100) jeloltik egy éjszakan keresztiil 4°C-on. Masnap 3x5
perc mosast kovetden a mintdkat 45 percig inkubaltuk a megfelel6 masodlagos ellenanyaggal
(anti-nyul antitest, Chemicon, 1:2000). Ujabb mosast kovetéen el6hivé reagenst hasznaltunk
(10% dimetil-formamid, 10% imidazol-puffer, 0,02% aminoethyl-carbazole, 0,04% H,0,) kb
15 percig. Ezutan a sejtmagokat hematoxilinnel festettilk 4 percig, majd mosas €s szaritas

utan a metszeteket glicerines zselatinnal lefedtiik.

Etanol kezelés

A Hsp27 neuroprotektiv hatdsat akut €s kronikus etanol kezelések utan vizsgaltuk. A
kezelésekhez négy honapos transzgenikus (n=20) és vad tipust (n=20) allatokat hasznaltunk.
Az allatokat 2-4 f6s csoportokban tartottuk sztenderd koriilmények kozott (24°C, 12 oras
vilagos-sotét periddus). Az akut etanol kezelés soran az allatok 20%-os intaperitonealis etanol
injekciot kaptak (2 g/ttkg), illetve a kontrol csoport tagjai azonos térfogati fiziologids
sooldatot. A kronikus etanol kezelés alatt az allatok ivoviz helyett 10%-0s etanolt kaptak 4
napig, majd 15%-osat ujabb 4 napig (adaptacio), végiil 5 hétig 20%-0s etanolt. Az akut etanol
kezelés hatdsat magatartas tesztekkel vizsgaltuk, a kronikus kezelés utdn az allatok agyabol

metszeteket készitettlink, majd az elhalt idegsejteket Fluoro-JadeC festés utan megszamoltuk.

Magatartas tesztek
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A viselkedési tesztekhez az 4llatokat négy csoportba osztottuk: etanol kezelt
transzgenikus, illetve vad tipust, valamint kontroll transzgenikus és vad tipusu egereket
hasznaltunk, csoportonként 10-10 allatot. A kezelés eldtt az allatokkal haromszor elvégeztiik
a teszteket gyakorlas céljabol, harom egymast kovetd napon. A viselkedési teszteket déleldtt 9
¢és délutan 4 kozott végeztiik. Az etanol kezelés utan 10 perccel kezdtiik meg a magatartas

tesztek elvégzését.

Lépés-mintazat (Footprint) analizis
Az allatok jarasi mintazatat az igynevezett Footprint analizissel vizsgaltuk (Pandey és

mtsai. 2008). A vizsgalat soran az allatok egy 60 cm hossza, 7 cm széles, 10 cm magas
falakkal ellatott kifuton haladtak végig. A kifut6 kiindulasi végén egy lampat, a masik végén
egy sotét dobozt helyeztiink el, ezzel motivalva az allatokat a végighaladasra. A kifuto aljat
fehér papirral fedtiik le, az egerek mells6 és hatso talpat pedig kiilonboz6 szinti ételfestékkel
szineztiik be, igy rogzitve a lablenyomatokat. A lablenyomat kozépsé harmadaban vizsgaltuk
a lépéseket. A kovetkez6 paramétereket mértiik: mellsé és hatso lab 1épésének hossza, illetve

sz¢lessége, valamint a mellsd és hatso labnyomok atfedése.

Egyensulyozas (Balance beam) teszt
Az allatok egyenstlyérzékét és mozgaskoordinaciojat a Balance beam teszttel

vizsgaltuk (Crabbe és mtsai. 2003). Az allatoknak egy 1 méter hosszl, 10 mm 4tmérdjli radon
kellett végighaladniuk. A rad kiinduldsi végén egy lampat, a masik végén egy sotét dobozt
helyeztiink el, ezzel motivalva az allatokat a végighaladésra. A kisérlet soran azt mértiik, hogy
az allatok mennyi id6 alatt jutnak el a rad végéig, illetve megszamoltuk, hogy hanyszor

veszitik el az egyensulyukat, illetve esnek le a radrol.

Forditott rdacs (Inverted screen) teszt
Az Inverted screen teszttel az allatok izomerejét és koordinacios képességét teszteltiik

(Sills és mtsai. 2000). Az egereket egy 50 cm magasan elhelyezett, 25x30 cm-es fémhald
kozepére helyeztiik, majd a halot 180°-kal elforditottuk. A teszt soran azt vizsgaltuk, hogy az

allatok fel tudnak-e maszni a halo tetejére.

Fluoro-JadeC festés

10 um vastagsagu, acetonban fixalt, fagyasztott metszeteket hasznaltunk a festéshez.

A mintakat 3 percig 96%-0s, majd 1 percig 70%-os végiil 1 percig 30%-0S etanolban
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inkubaltuk, ezt 1 perces moséas kovette desztillalt vizben. Ezutdn a mintdkat 0,06%-0s
kaliumpermanganat oldattal kezeltiik 30 percig. Mosast kdvetden a metszeteket 0,0004%-0s,
0,1% ecetsavat tartalmazo Fluoro-JadeC oldatban inkubaltuk 30 percig. Ujabb mosast és
szaradast kovetden a mintakat 2 percre xylolban azattuk, majd miutan megszaradtak DPX-el
lefedtiik azokat. A festés utdn az elhalt neuronok zo6lden fluoreszkalnak, ezeket egy Nikon

Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

Az APPswe/PS1dE9/Hsp27 genotipusu transzgenikus egértorzs eléallitasa

A csoportunkban kordbban eldallitott, FVB hatteri, Hsp27 fehérjét taltermeld
allatokat négyszer kereszteztiik vissza a CS7BL/6 torzzsel, igy Hsp27 tultermeld, homogén
C57BL/6 genetikai hatteri egértorzset kaptunk. Az APPswe/PS1dE9 egértorzset, az
Alzheimer-kor klasszikus, validalt egérmodelljét, a Jackson Laboratory-t6l (Bar Harbor,
USA) szereztiik be. A két torzset Osszekeresztezve APPswe/PS1dE9/Hsp27 genotipust
allatokat kaptunk. A transzgének jelenlétét az ujsziilottekben polimerdz lancreakcid
segitségével mutattuk ki a korabban leirt médon. A PCR reakciokhoz a kovetkezd primereket
hasznaltuk:

Hsp27 forward primer: 5°-GTC CCT GGA TGT CAA CCA CT-3’

Hsp27 reverz primer: 5°- GAC TGG GAT GGT GAT CTC GT-3’

APP forward primer: 5°>-GAC TGA CCA CTC GAC CAG GTT CTG-3’

APP reverz primer: 5°-CTT GTA AGT TGG ATT CTC ATATCC G-3°

Psen forward primer: 5°-AAT AGA GAA CGG CAG GAG CA-3’

Psen reverz primer: 5°-GCC ATG AGG GCA CTA ATC AT-3’

Magatartas tesztek

A viselkedési tesztek soran 7 honapos, him transzgenikus egereket és vad tipust
alomtarsaikat hasznaltuk. Az allatokat 2-4 f6s csoportokban tartottuk sztenderd koriilmények
kozott (24°C, 12 6ras vilagos-sotét periddus). A tesztek megkezdése eldtt az allatokat kézhez
szoktattuk. A viselkedési teszteket déleldtt 9 és délutan 4 kozott végeztik. A teszteket
videokameraval rogzitettiilk, az adatokat az EthoVision program segitségével értékeltiik ki

(EthoVision 2002, The Noldus Information Technology, Wageningen, The Netherlands).

Open field teszt
Az egerek motoros aktivitasat az Open field teszt segitségével vizsgaltuk (Choleris és

mtsai. 2001). Az allatokat egyenként az ovalis aréna (50x70x30 cm) kdzepére helyeztiik. Az

aréna centralis és periférias teriiletekre volt felosztva. 5 percig figyeltiik az egyes allatok
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motoros aktivitasat, ezalatt az agaskodasok és a mosakodasok szamat is feljegyeztiik.

Tovabba megmértiik az allatok altal megtett Gt hosszat és a periférian eltoltott idot.

Barnes-féle labirintus (Barnes maze)
A Barnes-féle labirintus tesztet egy nemrég publikalt protokol alapjan végeztiik el

(doi:10.1038/nprot.2007.390). Az apparatus egy 100 cm atmérdjii, kor alaki platformbol all,

ami sz€lén 20 db 5 cm atmérdjii lyuk helyezkedik el egymastol egyenld tavolsagra. Az egyik
lyuk alatt egy 19x6Xx7 cm-es dobozt helyeztiink el, ahova az allat be tudott menekiilni. A
doboz helye az egyes egerek esetében allando volt, de a kiillonbozo egerek esetében mas-mas
helyre helyeztiik. A platformot sotétit6 fliggonyokkel vettiik koriil, hogy a kisérletet folytato
személyek jelenléte ne zavarja az allatokat. A fliggdnyokre kiilonb6z0 formdaji és szinli
alakzatokat helyeztiink, ami alapjan az allatok tajékozodni tudtak. A kisérlet soran az allatokat
a platform kozepére helyeztiik, ezutan 3 perc allt rendelkezésiikre, hogy megtalaljak a
menekiilé dobozt. Mikor az allat belemaszott a dobozba, letakartuk annak nyilasat, és 1 percig
benne hagytuk az allatot. Ha az 4llat nem taldlta meg a dobozt a 3. perc végére, manudlisan 1
percre a dobozba helyeztiik, aminek a kivezetd nyilasat letakartuk. Minden allattal naponta
egyszer végeztik el a kisérletet, 6t egymast kovetd napon. Megmértilk a dobozba vald
belemaszésig eltelt idot.

A nyolcadik napon megismételtiik a kisérletet, de ezuttal nem hasznaltuk a menekiilé
dobozt. Az allatoknak 2 perc 4llt rendelkezésiikre feltérképezni a platformot, megmértiik,

mennyi 1d6 alatt talaltdk meg azt a lyukat, ahol korabban a menekiild doboz volt elhelyezve.

Morris-féle vizilabirintus (Morris Water Maze)
A térbeli tanuldst és memoriat a Morris-féle vizilabirintus teszttel is megvizsgaltuk

(Morris, 1981). A teszt soran egy 100 cm atmér6jii, 60 cm oldalmagassagi medencét
hasznaltunk, ami 45 cm magassagig volt feltdltve 22-23°C-0s vizzel. A vizbe tejet ontottiink,
hogy ne legyen atlatszo. A medence észak-keleti negyedének kozepére helyeztiink el egy 5
cm atmérdjii pihend platformot, 1 cm-rel a viz felszine ald, igy az az allatok szdmara nem volt
lathato. A medencét sotétitd fiiggonyokkel vettiik koriil, hogy a kisérletet folytaté személyek
jelenléte ne zavarja az allatokat. A fliggonyokre kiilonb6zd formaji és szinli alakzatokat
helyeztiink, ami alapjan az allatok t4jékozddni tudtak. A kisérlet sordn az dallatokat a
medencébe helyeztiik fejjel a fal felé, a négy lehetséges kezddpont egyikén. Ezutan 90
masodperc allt rendelkezésiikre, hogy megtaldljak a platformot. Miutan az éllat kimaszott a
platformra, 10 masodpercig rajta hagytuk. Ha az allat nem talalta meg a platformot masfél

perc alatt, manualisan ra helyeztiik, és 10 masodpercig rajta hagytuk. Ezutdn a probat
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megismételtiik, egy masik kezdOpontrdl indulva. A kisérletet minden allattal 6t egymast
kovetd napon végeztiik el. Megmértiik a platformra val6d kimészashoz sziikséges id6t. Az egy
napon elvégzett két proba eredményét atlagoltuk, és ezt hasznaltuk az elemzéshez.

Egyes allatok a kisérlet soran uszés helyett *’lebegtek’’, tehat a probdk nagy részén
mozdulatlanok voltak. Ezek az allatok a Barnes-féle labirintus teszt soran is nagyon passzivan
viselkedtek. Minden allat esetében megszamoltuk, hany olyan préba volt, ahol lebegd/passziv
viselkedést mutattak, és azt kaptuk hogy 3 allat a probak 70%-4ban szinte mozdulatlan volt,

ezért ezeket az allatokat kizartuk a viselkedési tesztek értékelése soran.

Immunhisztokémia

A viselkedési tesztek utan az allatok egy csoportjanak agyabol 10 um-es, acetonban
fixalt, fagyasztott metszeteket készitettiink. Az allatok agyaban az amiloid plakkokat illetve az
apoptotikus sejteket immunhisztokémiai modszerrel tettilk lathatova. A festéseket a mar
fentebb leirt médon végeztiik el. A kovetkezo elsddleges ellenanyagokat hasznaltuk: nyulban
termeltetett anti-Ap (Invitrogen 1:60) illetve nytlban termeltetett anti-aktivalt kaszpaz-3 (Cell
Signalling 1:50). Masodlagos ellenanyagként anti-nyul ellenanyagot alkalmaztunk (Jackson
ImmunoResearch 1:150) 45 percig. A 7 honapos allatokbdl csoportonként 6, a 14 honapos
kortakbol csoportonként 5 allatot vizsgaltunk. Allatonként két (AP festés) illetve egy (aktivalt
kaszpaz-3 festés) metszetet festettiink meg. Minden metszetrdl 15 fényképet készitettiink az
agykérgi és hippokampalis teriiletekr6l, majd az amiloid plakkokat illetve apoptotikus sejteket
kétszer megszamoltuk. A kapott értekeket allatonként atlagoltuk, és ezt az atlagot hasznéltuk

a statisztikai kiértékelés soran.

Idegsejt elhalas kimutatasa Fluoro-JadeC festéssel

A APPswe/PS1dE9 és APPswe/PS1dE9/Hsp27 allatok esetében is megvizsgaltuk az
idegsejtek elhalasat Fluoro-JadeC festéssel is. A festést a mar fentebb leirt modon végeztiik
el. A 7 honapos allatokbol csoportonként 6, a 14 honapos kortiakbol csoportonként 5 allatot
hasznaltunk. Allatonként két metszetet festettink meg, minden metszetrdl 15 fényképet
készitettiink az agykérgi és hippokampalis teriiletekrél, majd az elhalt neuronokat minden
foton kétszer megszamoltuk. A kapott értékeket allatonként atlagoltuk, és ezt az atlagot

hasznaltuk a statisztikai kiértékelés soran.
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Elektrofiziologiai mérések hippokampusz szeleteken

A szokasos eljarast kovetve, 350 um vastag szeleteket készitettiink 3 honapos egerek

hippokampuszabol Mcllwain szovetszeleteld berendezést hasznalva (Campden Instruments,
Loughborough, UK). A szeleteket 37 C fokon egy 6ran keresztiil mesterséges agy-gerincveld
folyadékban (ACSF) inkubaltuk, melyet folyamatosan karbogénnel atbuborékoltattunk. Az
ACSF osszetétele mM-ban megadva: NaCl, 130; KCI, 3,5; CaCl,, 2; MgCl,, 2; NaH,;PO,,
0,96; NaHCOg, 24; D-gliikoz, 10 (pH 7,4). A szeleteket egy 3D-MEA csipre helyeztiik,
melynek 60 elektrodja 60 um-re emelkedett ki a felszintdl, és egymashoz képest 100 pm-re
helyezkedtek el (Qwane Biosystems, S.A., Lausanne, Svijc). A szeleten folyamatosan 34°C
ACSF-et aramoltattunk keresztiil 1,5 ml/perc sebességgel. Az adatokat egy kereskedelmi
forgalomban elérhet6 MEA berendezés segitségével rogzitettiik (Multi Channel Systems
MCS GmbH, Reutlingen, Németorszag).
Ingerlési protokol. EQy stabil, 15 perces kontrol szakaszt kovetéen LTP-t (long term
potentiation, hosszu tavu potenciacio) indukaltunk theta-burst ingerléssel (TBS) a legnagyobb
kivalthato valasznak megfeleld ingerlési erdsséggel. A TBS 15 burst ingerlési sorozatbol allt,
melyeket 5 Hz-el adtuk le. Egy burst 4 ingerlésbdl allt 100 Hz-es frekvenciaval.

Ezek a vizsgadlatok Dr. Szegedi Viktor laboratoriumaban (SZBK, Biokémia Intézet)

egylittmiikodeés keretén beliil torténtek.

Statisztikai analizis

A Kkisérletek statisztikai  kiértékeléséhez ANOVA-t (analysis of variance,
varianciaanalizis) hasznaltunk Fisher-LSD post hoc teszt alkalmazéasaval. A szignifikancia

szintet p<0,05-ben hataroztuk meg. A szamitasokhoz az Origin Pro8 programot alkalmaztuk.
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EREDMENYEK

Transzgenikus egerek eléallitasa

Korabbi irodalmi adatok arra utalnak, hogy a kismolsulyt hdsokkfehérjék
neuroprotektiv hatdssal rendelkeznek. Ezért munkank soran egy kismolstlyt hdsokkfehérjét,
a Hsp27 fehérjét taltermeld egértorzset allitottunk eld, abbdl a célbol, hogy megvizsgaljuk, a
Hsp27 rendelkezik-e védo6 hatassal kiilonb6z6 neurotoxikus folyamatokkal szemben.

A human Hsp27 fehérjét kodolo ¢cDNS-t a viralis cytomegalovirus (CMV) promoter
mogé klonoztuk, 1étrehozva a pPCMV-hHsp27 vektort. A human cytomegalovirus promoter az
egyik legerdsebb leirt promoter, amely magas szintli, konstitutiv expressziot biztosit tobbféle
eml6s sejtben. A plazmidbol a CMV-hHsp27 transzkripcios egységet kivagtuk (1. abra), és
az igy keletkezé linearis DNS fragmentet Kitisztitottuk, majd 2 ng/ul koncentracidban

injektaltuk.
CMVprom - SV40 pA
pCMVenh 1 II truncated 1 ori
|II IVS hHsp23 I| :
H' '.;_".\..
CMV-hsp27
2647 bp

1. abra Az injektaldshoz hasznalt transzgén szerkezete

Szuperovulalt FVB ndstényekbdl 462 petesejtet izolaltunk, majd 376-0t
mikroinjektaltunk a linearizalt CMV-hHsp27 transzgénnel, végiil 273 petesejtet tltettiink
vissza alvemhes ndstények petevezetdjébe. A visszaiiltetett petesejtekbdl 22 utod sziiletett

meg (1. tablazat).
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Izolalt Mikroinjektalt Visszaiiltetett Megsziiletett Transzgenikus
petesejtek petesejtek szama petesejtek utédok szama egerek szama
szama szama
462 376 273 22 2

1. tablazat Hsp27 tultermel6 transzgenikus egérvonalak eldallitasa

A megsziiletett utodokat PCR analizissel genotipizaltuk (2. abra). A 22 utodbol

kettben mutattuk ki a human Hsp27 transzgén jelenlétét (24-es és 33-as vonal). A transzgént

hordozé egyedeket ellenkez6 nemiit FVB egyedekkel kereszteztiik heterozigdta transzgenikus

vonalak kialakitasa céljabol.

M K+ 24

M
-

=T
-

33

2. abra A transzgének jelenlétének kimutatasa az utédokbol PCR analizissel. M: molsuly marker;

K+: pozitiv plazmid kontrol. A nyil a 235 bp nagysagi PCR amplifikalt terméket jeloli.

A transzgén kifejezodésének vizsgalata
A human Hsp27 fehérje termel6dését a transzgenikus vonalakban Western blot

analizissel mutattuk ki. Az altalunk hasznalt Hsp27 ellenanyag csak a human Hsp27 fehérjét

ismeri fel, nem keresztreagal az egér endogén Hsp25 fehé

crer

1jéjé

vel. A vizsgalat soran kideriilt,

hogy a két transzgenikus vonal koziil csak 33-as vonalban expresszalodik a Hsp27 az agyban,

emiatt a tovabbiakban a Hsp27 neuroprotektiv hatasainak tanulmanyozdsdhoz ezt a torzset

hasznaltuk. A transzgén kifejez6dését agyrégionként is megvizsgaltuk, a legtobb human

Hsp27 fehérje a kisagyban termelddik, de az agykéregben és a hippokampuszban is

kimutathat6 (3. abra).
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Hippocampus Kisagy Agykéreg
Tisztitott hHsp27 Vad tipus 33 Vad tipus 33 Vad tipus 33

aktin

Hsp27

3. abra A transzgenikus fehérje kimutatasa Western blot analizissel

A transzgénikus fehérje eloszlasat az agyban immunhisztokémiai festéssel is
megvizsgaltuk. A huméan Hsp27 nagymértékli termelddése volt kimutathato, elsésorban az

agykéreghen, a kisagyban, szaglolebenyben ¢és a hippokampusz teriiletén (4. abra).

4. abra A transzgenikus human Hsp27 fehérje kifejezédése. (A) A transzgén kifejez6désének
eloszlasa az allatok agyabol késziilt saggitalis metszeteken. Az erGs barna festddés (fehér
nyilakkal jelolve) nagy mennyiségli human Hsp27 fehérje jelenlétére utal. A sejtmagokat
hematoxilin festéssel tettilk lathatova. (B) Hippokampalis és (C) kisagyi régiok 200x-0S
nagyitasban.

Akut etanol kezelés hatasanak vizsgalata

Az alkohol kezelés azonnali hatasat kiilonb6z6 magatartéas tesztekkel vizsgaltuk. Ezek
a tesztek foként az ataxia, mozgaskoordinacio és egyensulyi zavarok vizsgalatara iranyultak.

A tesztek soran arra voltunk kivancsiak, hogy a human Hsp27 taltermelése befolyasolja-e az
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akut etanol kezelés toxikus hatasait. Ennek érdekében transzgenikus és vad tipust allatokat

intrapritonealisan injektaltunk 2 g/ttkg etanollal, majd 10 perc elteltével elvégeztik a

magatartas teszteket.

Lépés-mintazat (Footprint) analizis
Az ugynevezett Footprint analizis soran az etanol kezelt és kontroll allatok jarasanak

mintdzatat hasonlitottuk 6ssze. Csoportonként 10 allattal dolgoztunk, minden allattal kétszer
végeztiik el a tesztet, két egymast kovetd napon. Megfigyelhetd, hogy a fiziologias sdoldottal
kezelt, kontroll allatok csak a talpuk eliilsé felét hasznaljak jaras soran (5.A abra 1-2. sor).
Ezzel szemben az etanollal kezelt vad tipusu allatok egész talpa érintkezik a talajjal, valamint
jellemz6, hogy huzzéak a labukat a foldon, ami jellegzetes mintazatot ad (5.A abra 3. sor).
Ugyanakkor az etanol kezelt transzgenikus allatok jarasanak mintazata nem ennyire

inkoordinalt (5.A abra 4. sor), jobban hasonlit a nem-kezelt kontroll allatokéra.
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5. abra Footprint teszt (A) Az etanollal kezelt vad tipusu allatok huzzak a labukat (szaggatott
nyil), illetve teli talppal 1épnek a foldre (nyillal jelolve) (B) A 1épéshosszak Osszehasonlitasa A
feltiintetett értékek: atlag + szoras, vad tipus kontroll, (n=10), vad tipus etanol kezelt (n=10),
Hsp27 kontroll, (n=10), Hsp27 etanol kezelt (h=10), **p<0,01

A jobb Osszehasonlithatosag érdekében megmértiik az 4allatok [épéshosszat és
sz€lességét, illetve a mellsd és hatsé labnyomok atfedését. Hat-hat 1€pést mértiink meg
allatonként. Az etanol kezelés hatasara az allatok hosszabbakat 1éptek, de az etanol kezelt
transzgenikus allatok 1épéshossza szignifikdnsan rovidebb volt az etanol kezelt vad tipushoz

képest (p<0.01) (5.B abra).

Egyensulyozas (Balance beam) teszt
A tovabbiakban az etanol kezelt allatok mozgaskoordinacidjat és egyensulyérzékét a Balance

beam teszttel vizsgaltuk. Haromszor, harom egymast kovetd napon végeztiik el a tesztet,
csoportonként 10-10 allattal dolgoztunk. A kisérlet soran megmeértiik, hogy mennyi idébe
telik az allatoknak végighaladni egy 1 cm atmérdjii radon. Ez a fiziologids sooldattal kezelt,
kontroll allatok esetében atlagosan 5 mp volt, ami etanol kezelés hatasara megnétt a vad
tipust allatokban atlagosan 15 mp-re. A kezelt transzgenikus allatoknak szignifikansan
kevesebb idore (11 mp) volt sziikségiik ahhoz hogy a rad végére érjenek. (p<0,01) (6.A
abra). Ugyancsak szignifikans eltérést tapasztaltunk a radrol torténd leesések szamaban
(p<0,01). A nem-kezelt, kontroll allatok egyszer sem estek le a radrol a kisérlet soran, etanol
kezelés utan azonban a vad tipust allatok atlagosan tobb, mint kétszer a transzgenikusak
kevesebb, mint egyszer estek le a radrdl (6.B abra). Az etanol kezelt vad tipust allatok 86%-
a leesett legalabb egyszer, mig ez az arany a transzgenikus allatok esetében csak 53% volt

(p<0,01) (6.C abra).
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6. abra Az etanol hatasanak vizsgalata Balance beam tesztben (A) A radon valo
végighaladashoz sziikséges id0 (B) Leesések szdma egy egérre nézve (C) Leesések szama
csoportonként. A feltiintetett értékek: atlag + szoras, vad tipus kontroll (n=10), vad tipus etanol
kezelt (n=10), Hsp27 transzgenikus kontroll (n=10), Hsp27 transzgenikus etanol kezelt (n=10),
**p<0,01
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Forditott rdacs (Inverted screen) teszt
Ezzel a vizsgalattal az allatok koordinacios képességét és izomerejét teszteltik az

“Anyagok és Modszerek” fejezetben leirtak szerint. A csokkent mozgaskoordinacidji és
legyengiilt allatok nem képesek alulrol felmaszni a racs tetejére. Kisérletiinkben az Gsszes
kontroll allat (nem kezelt csoportok) teljesitette a tesztet, és felmaszott a racs tetejére. Etanol
kezelés hatdsara azonban a vad tipusu allatok kozel 100%-a leesett a halorol, mig a
transzgenikus egerek 43%-a teljesitette a tesztet (p<0,01) (7. abra)

A magatartds tesztek eredményeibdl lathat6, hogy az etanol kezelés hatasara jelentosen
romlott a vad tipusu allatok mozgaskoordinacids képessége, mig a Hsp27 taltermelés hatasara

ez a romlas szignifikdnsan kisebb mértéki volt.
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7. abra Az etanol hatasanak vizsgalata Inverted screen tesztben. A feltiintetett értékek: atlag +
szoras, vad tipus kontroll (n=10), vad tipus etanol kezelt (n=10), Hsp27 transzgenikus kontroll (n=10),
Hsp27 transzgenikus etanol kezelt (n=10), **p<0,01

Hsp27 neuroprotektiv szerepének vizsgalata kronikus etanol kezelés alatt

Szerettiik volna megvizsgalni azt is, hogy a Hsp27 fehérje tultermelésének van e védo
hatasa a kronikus etanol kezelés toxikus hatasaival szemben az idegrendszerben. Ennek
érdekében egy 8 napos adaptacios idészakot kovetden, az egerek ivovizét 20%-0s etanollal
helyettesitettiik 5 hétig. A kezelés utdn az allatok agyabdl fagyasztott metszeteket
készitettiink, és az elhalt idegsejteket Flouro-JadeC-festékkel megfestettiik. A Fluoro-JadeC
egy anionos fluoreszcens festék, amely specifikusan kotddik az elhalt idegsejtekhez
(Schmued és mtsai. 2005). Az agykéreg és a kisagy teriiletér6l 5-5, a hippokampuszbél 3
digitalis fotot készitettiink metszetenként, majd a fotokon megszamoltuk a megjeldlt

idegsejteket. Azt tapasztaltuk, hogy mindharom régioban jelentésen megnétt az elhalt
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idegsejtek szdma az etanol kezelést kovetden, azonban szignifikansan kevesebb elhalt
idegsejtet talaltunk az etanol kezelt transzgenikus allatok agyaban az etanol kezelt vad
tipushoz képest mind a kisagy (8.A-B abra), mind a hippokampusz (8.C-D abra), mind az
agykéreg teriiletén (8.E-F abra) (p<0,01).

Vad tipus kontroll Hsp27 kontroll

Vad tipus EtOH Hsp27 EtOH
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Vad tipus kontroll Hsp27 kontroll ~ Vad tipus EtOH Hsp27 EtOH

8. abra Az etanol neurotoxikus hatasanak kimutatasa Fluoro-JadeC festéssel. (A) kisagyi
teriilet (B) mennyiségi 6sszehasonlitas, **p<0.01
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8. abra Az etanol neurotoxikus hatiasanak kimutatisa Fluoro-JadeC festéssel (C)
hippokampalis régi6 (D) mennyiségi dsszehasonlitas, **p<0.01

27



Vad tipus kontroll Hsp27 kontroll

Vad tipus EtOH Hsp27 EtOH

X%

m
w
o

[
wm

[
o

10 -

/////// A_':|

/7
7/

5 4

Elhalt idegsejtek szama/
latémezo

= 5

0 I T

Vad tipus kontroll Hsp27 kontroll  Vad tipus EtOH Hsp27 EtOH

8. abra Az etanol neurotoxikus hatasanak kimutatasa Fluoro-JadeC festéssel (E) agykéreg
(F) mennyiségi 6sszehasonlitas, **p<0.01

28



Hsp27 neuroprotektiv szerepének vizsgalata Alheizmer-kérban

Kovetkezd kisérletsorozatunkban azt vizsgaltuk, hogy Hsp27 fehérje rendelkezik-e
neuroprotektiv hatassal olyan neurodegenerativ jellegli betegségben, mint példaul az
Alzheimer-kor. Kisérleteinkhez az Alzheimer-kor validalt allatmodelljét, az APPswe/PS1dE9
egértorzset hasznaltuk (AD modell egértorzs), amelyben az amiloid prekurzor protein ¢és a
presenilinl gének mutans formai termelédnek tul, és az Alzheimer-kor tiinetei (tanulas és
memoria gyengiilése, amiloid plakk képzddés, neurodegeneracio) markansan jelentkeznek

(http://jaxmice.jax.org/strain/004462.html). Mivel ez a torzs C57BL/6 genetikai hattert, ezért

a csoportunkban korabban el6allitott, FVB hatterti, Hsp27 fehérjét taltermeld egereket
négyszer kereszteztiik vissza a C57BL/6 torzzsel, hogy Hsp27 tultermelé, homogén C57BL/6
genetikai hatteri egértorzset kapjunk. Ezutan a két azonos (C57BL/6) genetikai hattert torzset
keresztiikk Ossze, és igy olyan AD modellhez jutottunk, amely a human Hsp27 fehérjét
taltermeli (APPswe/PS1dE9/Hsp27 genotipusu allatok). A transzgének jelenlétét az
allatokban PCR reakcioval teszteltiik.

Magatartas tesztek
Az Alzheimer-kor jellegzetes elvaltozasai (amiloid plakk képz6dés, neurodegeneracio)

az egérmodellekben kb. 6 honapos kor koriil alakulnak ki. Ezért a kisérletsorozat elsd
viselkedési tesztekben. A kisérletekhez az allatokat harom csoportra osztottuk: a) vad tipust
csoport (n=9), b) APPswe/PSE1dE9 csoport (n=11) és ¢) APPswe/PSELJE9/Hsp27 csoport
(n=12).

Open field teszt
Legel6szor az allatok motoros aktivitasat (az arénaban megtett ut hossza), tajékozodasi

szokasaikat (pl: felagaskoddsok szama) és az esetleges szorongasra val6 hajlamukat (centralis
¢s periférias teriileten eltoltott idé aranya, mosakodasok szama) vizsgaltuk. Nem talaltunk

szignifikans kiilonbséget a kiilonbozd egércsoportok kozott a fenti tulajdonsagokban.

Barnes-féle labirintus teszt (Barnes-maze)
A térbeli tanulast és memoriat a Barnes-féle labirintus és a Morris-féle vizilabirintus

teszttel vizsgaltuk. Mindkét teszt a térbeli tajékozodason alapul, és az allatok teljesitménye
nagyban fiigg a hippokampuszban talalhaté neuronok allapotatol (Kennard és Woodruff-Pak,
2011). Az eredményeink azt mutatjak, hogy a térbeli tanulas képessége erdsen csokkent az
APPswe/PS1dE9 genotipusu allatokban, mivel csak lassan tanultdk meg illetve nem

emlékeztek a menekiilé doboz helyére. Ezzel szemben a vad tipusu ¢és az
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APPswe/PS1dE9/Hsp27 genotipusu allatok par napon beliil megtanultak, hol helyezkedik el a
menekiild doboz, és egyre kevesebb idot toltdttek annak keresésével. Az APPswe/PS1dE9
allatok a kisérlet mind az 6t napjan atlagosan tobb, mint 130 mp-ig keresték a menekiild
dobozt, mig a masik két csoport esetében a kezdeti értékek a 4.-5. napra jelentOsen
lecsokkentek. A negyedik napon a vad tipusu allatok atlagosan 86 mp-et toltottek kereséssel,
és ezzel teljesitményiik szignifikansan jobb volt, mint az APPswe/PS1dE9 csoporté (140 mp;
p<0,05). A vad tipusu és az APPswe/PS1dE9/Hsp27 csoport keresési ideje kozott nem volt
szignifikans kiilonbség. Az 6todik napon a doboz magtalalasaig eltelt id6 a vad tipust allatok
esetében 101 mp volt, az APPswe/PS1dE9/Hsp27 csoportok esetében pedig 72 mp, igy
mindkét csoport szignifikdnsan jobban teljesitett az APPswe/PS1dE9 genotipusu allatokkal
Osszehasonlitva (169 mp; p<0,01 illetve p<0,001). A vad tipusu és az APPswe/PS1dE9/Hsp27
csoport teljesitménye kozott ezen a napon sem volt szignifikans kiilonbség (9.A abra).

A teszt 6t napon keresztiil tartott, majd két nap pihend utan megismételtiik a kisérletet,
de ezuttal nem helyeztiik el a menekiilé dobozt a megfelelé lyuk ala. Ezzel a teszttel azt
vizsgaltuk, az allatok emlékeznek-e a doboz helyére Hasonldé eredményt kaptunk, mint az
6todik napon. A vad tipust és az APPswe/PS1dE9/Hsp27 csoport 50 illetve 41 mp alatt talalt
el a cél lyukhoz , tehat szingnifikansan révidebb id6 alatt, mint az APPswe/PS1dE9 csoport
(93 mp; p<0,05 illetve p<0,01), mig a vad és APPswe/PS1dE9/Hsp27 tipusu allatok ideje

kozott nem volt szignifikans kiilonbség (9.B abra).
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9. abra A tanulas és a memoria vizsgalata transzgenikus egerekben Barnes-maze teszttel. (A)
A menekiil6 doboz megtalalasahoz sziikséges id6 alakulasa a teszt elsé 6t napjan. (B) A menekiil6
doboz helyének megtalalasaig eltelt id6 a kisérlet nyolcadik napjan (Probe trial) A feltiintetett
értékek: atlag + szoras, vad tipus (n=9), APPswe/PS1dE9 (n=11), APPswe/PS1dE9/Hsp27 (n=12),
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Morris-féle vizi labirintus teszt (Morris water-maze)
A térbeli tanuldsban bekovetkezett valtozasokat a Morris-féle vizilabirintus teszttel is

megvizsgaltuk. Hasonldé eredményeket kaptunk, mint a Barnes-féle viselkedési teszt soran,
azaz az APPswe/PS1dE9 genotipust allatok térbeli tanuldsi képessége csokkent a vad tipusu
¢és az APPswe/PS1dE9/Hsp27 allatokéhoz viszonyitva.

A tanulasbeli kiillonbségek a harmadik illetve negyedik napra valtak szignifikdnssa. A
harmadik napon a vad tipusu csoport keresési ideje 42 mp-re csokkent, igy teljesitményiik
szignifikdnsan jobb volt az APPswe/PS1dE9 csoporttal 6sszehasonlitva (p<0,01). A negyedik
napon az APPswe/PS1dE9/Hsp27 csoport keresési ideje is lecsokkent 50 mp-re, a vad tipusu
allatoké 52 mp volt, igy mindkét csoport szignifikansan jobban teljesitett a APPswe/PS1dE9
csoporthoz képest (74 mp; mindkét esetben p<0,05), mig a vad tipusa és az
APPswe/PS1dE9/Hsp27 csoportok kdzott nem volt szignifikans eltérés (10. abra).
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10. abra A tanulas és a memoria vizsgalata transzgenikus egerekben Morris water- maze
teszttel. A platform megtalalasahoz sziikséges id6 alakulasa a teszt 6t napja soran. A feltiintetett
értékek: atlag + szoras, vad tipus (n=9), APPswe/PS1dE9 (n=11), APPswe/PS1dE9/Hsp27 (n=12),
*p<0,05; **p<0,01

Erdekes azonban, hogy az 6todik napra eltiint a kiilonbség a csoportok kozott, és a
legtobb egér rosszabbul teljesitett az el6z6 naphoz képest. Ez talan annak kdszonhetd, hogy a
Morris water-maze teszt soran az allatok szamara a viz erds stressz-forras, ami kihatéssal

lehet a teljesitményiikre (Harrison és mtsai. 2009).

Amiloid -plakkok kimutatdsa
A viselkedési tesztek befejezése utan az allatok egy részének agyabodl fagyasztott

metszeteket készitettiink. Az amiloid plakkok kialakulasat Ap immunfestéssel vizsgaltuk.

A -

2
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A vad tipushoz viszonyitva az APPswe/PS1dE9 allatok agydnak hippokampdlis és
agykeérgi régioiban jelent6s AP lerakodast és plakk képz6dést tapasztaltunk (11.A abra). Az
APPswe/PS1dE9/Hsp27 genotipusu allatok agyaban is megfigyelhetéek voltak amiloid
plakkok, de szamuk szignifikansan alacsonyabb volt, mint az APPswe/PS1dE9 allatok
agyaban (p<0,05) (11.B abra). Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy a Hsp27 fehérje

crer

crer

Elektrofiziologids vizsgalatok
Az idegrendszer miikodésének vizsgalata céljabol transzgenikus és vad tipusu egerek

hippokampalis metszetein elektrofiziologids méréseket végeztiink. Ezek a vizsgalatok Dr.
Szegedi Viktor (SZBK, Bikémia intézet) laboratoriumaban, egylittmiikodés keretén beliil
torténtek. Az alap szinaptikus funkciok vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy az
APPswe/PS1dE9 egereknél szignifikansan megnovekedett az idegsejtek serkenthetésége
(excitability), tehat azonos ingererésségre nagyobb valaszt (fEPS-t, field excitatory
postsynaptic  potencial) lehetett elvezetni. Ez a fokozott serkenthet6ség az
APPswe/PS1dE9/Hsp27 egereknél nem tapasztalhatd, ingerlés hatdsara a vad tipusu

egerekhez hasonlé mértékt valaszreakciot kapunk (12.A abra). A paros pulzus facilitacios
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mérések soran nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget a csoportok kozott, tehat a
preszinaptikus funkciokat nem befolyasolta az allatok genotipusa (12.B abra)

A hosszatava szinaptikus potenciacié (LTP, long term potentiation) a szinaptikus
plaszticitas egyik modellje. A vizsgalatok eredményeképpen azt kaptuk, hogy az
APPswe/PS1dE9 egerek esetében jelentdsen csokkent a szinaptikus plaszticitas, azaz nagyon
alacsony az ingerlésre adott valaszreakcio amplitidoja. Ugyanakkor, a tobbszordsen
transzgenikus egereknél (APPswe/PS1dE9/Hsp27) a valaszreakcié amplitudoja szignifikansan
nagyobb az AD modell egerekénél, bar még mindig kisebb, mint a vad tipusu egereké (13.

abra).
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12. abra (A) Alap szinaptikus funkciok vizsgalata, bemenet/kimenet gorbék (B) Paros impulzus
facilitacid kiilonbozo intervallumokban *p<0.05
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13. abra Szinaptikus plaszticitas vizsgalata (A) LTP valtozésa a traszgének hatasara (B) Az
utolsé 5 percben mért fEPSP amplitudok atlaga *p<0.05
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Az idegsejtek pusztulasanak vizsgdlata
7 és 14 honapos koru allatok agyaban az elhalt neuronokat két féle modszerrel tettiik

lathatova, a) az aktivalt kaszpaz-3 fehérje immunfestésével, illetve b) Fluoro-JadeC festéssel.
Mivel az altalunk hasznélt ellenanyag kizardlag a kaszpéaz-3 hasitott, aktivalt formajaval
reagalt, ezért az immunfestés soran csak az apoptotikus neuronok festodtek. A Fluoro-JadeC
egy anionos fluoreszcens festék, ami specifikusan kotddik az elhalt idegsejtekhez (Schmued

¢és mtsai. 2005).

5 o M vad tipus
4 B APPswe/PS1dE9

0O APPswe/PS1dE9/Hsp27

Apoptotikus sejtek szama/
latomezé

o -— O FE——
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14. abra Idegsejt pusztulas vizsgalata transzgenikus egerek agyaban. Az elhalt neuronok
szamanak meghatarozasa (A) aktivalt kaszpaz-3 ellenanyaggal és (B) Fluoro-JadeC festéssel 7 és
14 honapos allatokban. A feltiintetett értékek: atlag + szoras, vad tipus, 7 hoénap, (n=6),
APPswe/PS1dE9, 7 honap (n=6) APPswe/PS1dE9/Hsp27, 7 hénap (n=6), vad tipus, 14 hdénap
(n=5) APPswe/PS1dE9, 14 honap (n=5), APPswe/PS1dE9/Hsp27, 14 honap (n=5).

7 hoénapos allatokban mind az APPswe/PS1dE9 mind az APPswe/PS1dE9/Hsp27
allatok esetében tobb elhalt neuront mutattunk ki a vad tipushoz képest mindkét festési

modszerrel. 14 honapos korra a vad tipust allatokban az elhalt neuronok szdma csak kis
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mértékben, mig az APPswe/PS1dE9 és az APPswe/PS1dE9/Hsp27 allatokban drasztikusan
megemelkedett (14. abra). 14 honapos korban ugyan az elhalt neuronok szama kevesebb volt
az APPswe/PS1dE9/Hsp27 allatokban az APPswe/PS1dE9 allatokhoz viszonyitva, de ez a

kiilonbség nem volt szignifikans.
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DISZKUSSZIO

Szamtalan tanulmany tamasztja ala a stresszfehérjék, koztilk a Hsp27 neuroprotektiv
szerepét a legkiilonfélébb idegrendszert karositdo hatasokkal szemben. A szervezetet ért
kiilonboz6 stressz hatdsokra megemelkedik a hdsokkfehérjék szintézise a kiilonbozo
szervekben, tobbek kozott az agyban is. Példaul hipertermia hatasara a Hsp27 nagymértéki
expresszidja mutathatd ki az agykéregben, hippokampuszban ¢és a kisagyban is (Krueger-
Naug ¢és mtsai. 2000). A megnovekedett expresszid els@sorban a glia sejtekre jellemzd, de a
neuronokban is kimutathatd. Kainat kezelés (Akbar és mtsai. 2001), cerebralis ishemia (Kato
¢és mtsai. 1994), illetve az agy sériilése esetén (Allen és Chase, 2001) is megné a Hsp27
termelédése. Ezen kiviil kimutattak, hogy a hdésokkfehérjék expreszidja megemelkedik
kiilonb6zé neurodegenerativ betegségek soran (Calabrese ¢és mtsai. 2004; Kalmar és
Greensmith, 2009), illetve mind akut mind krénikus etanol fogyasztas hatasara (Pignataro €s
mtsai. 2007, Calabrese és mtsai. 1996, Calabrese és mtsai. 1998). A stresszfehérjék fokozott
termelddése segiti a sejteket tobbek kozott az oxidativ stressz, a szabadgyokok és a
rendellenes szerkezetli fehérjék okozta karosodasokkal szembeni védekezésben (Calabrese és
mtsai. 2004, Kalmar és Greensmith, 2009). Sok tanulmany foglalkozik a stresszfehérjék
neurodegenerativ betegségekben kifejtett védo hatasaval. Mivel a legtobb ilyen betegségben
kimutathat6 valamilyen rendellenes fehérje felhalmozodasa, elsdsorban azzal magyarazzak a
stresszfehérjék protektiv hatasat, hogy azok képesek megakadalyozni a fehérjék
aggregaciojat, segitenek helyreallitani a karosodott fehérjék szerkezetét, illetve a
menthetetleniil karosodott fehérjék lebontasat is eldsegithetik. Kimutattak, hogy a Hsp70 a
motoneuron betegség modelljében, illetve a Hspl04 a Parkinson-kor modelljében
tiineteket (Katsuno és mtsai. 2005, Lo Bianco és mtsai. 2008). A stresszfehérjéknek nem csak
a fehérjék szerkezetének megodvasdban van szerepiik, hatdsosak az oxidativ stressz ellen,
gatoljak az apoptozis kialakuldsat, és a membran védelmében is szerepet jatszanak. Ezek a
tulajdonsagok szintén fontosak lehetnek a stresszfehérjék neuroprotektiv szerepének
kialakitdsaban. A Huntington kor egy sejtes modelljében példdul kimutattak, hogy Hsp27
hatasara csokken a poliglutamin altal okozott sejtpusztulas mértéke, ugyanakkor fehérje
aggregacio gatlast nem tapasztaltak, viszont csokkent a reaktiv oxigén gyokok szintje

(Wyttenbach, 2002).
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Csoportunkban a human Hsp27 fehérjét taltermeld egértorzsben in vivo vizsgaltuk a
stresszfehérje neuroprotektiv szerepét két kiilonboz6, idegrendszert karositd hatassal

szemben.

A Hsp27 védo hatasa etanol kezeléssel szemben

Kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a Hsp27 tultermelése megvédi az idegsejteket
az akut etanol kezelés karos hatasaival szemben. Szignifikans kiilonbséget talaltunk a
transzgenikus és vad tipusu A4llatok teljesitménye kozott hadrom magatartas tesztben,
amelyekkel a mozgaskoordinaciot és egyensulyérzéket vizsgaltuk etanol kezelést kdvetden
(Toth és mtsai. 2010). Az allatok jarasdnak mintazatat 6sszehasonlitva megfigyelhettiik, hogy
etanol kezelés hatasara az allatok mozgéasa koordinalatlanna valik, ugyanakkor hosszabbakat
1épnek, és gyorsabban mozognak, mint a fiziologias sdoldattal injektalt kontroll tarsaik. Ez az
eredmény egybevag korabbi megfigyelésekkel, miszerint az alacsony doézisu etanol kezelés
(1-2 g/ttkg) hatasara megné a lokomotor aktivitas egerekben (Matchett és Erickson 1977,
Smoothy és Berry 1984). Az etanol idegrendszerre kifejtett hatasa rendkiviil komplex és nem
szelektiv. Az etanolban levé hidroxil csoport hidrogén-kotéseket képes kialakitani a
fehérjékkel ¢és a membranokban talalhatd foszfolipidekkel, ezaltal kiilonb6zo
membranfehérjék, példaul ioncsatorndk funkcidjat befolyasolhatja az idegsejtek
membranjaban (Fadda és Rossetti 1998). Tobb magyarazat létezik arra vonatkozdan, hogy az
etanol miként fejti ki hatasat az idegsejteken. Egyes elméletek szerint kozvetleniil kapcsolodik
a membranfehérjek specifikus régioithoz, ezaltal konformaciovaltozast idéz elo a fehérje
szerkezetében, ami végiil kihat a fehérje funkciojara (Fadda és Rossetti 1998). Az tigynevezett
lipid hipotézis szerint viszont az etanol elsédlegesen a membranokon fejti ki hatasat, ezaltal
kozvetve befolyasolja a fehérjék miikodését. Akut etanol kezelés hatasara né a membranok
rendezetlensége ¢és fluiditdsa, ami viszont hatidssal van a receptorok ¢€s ioncsatornak
miikodésére. Ezzel ellentétben, a kronikus alkohol kezelés beindithat bizonyos kompenzalo
mehanizmusokat, ami végeredményben a membranok rendezettségét fokozza (Balogh és
mtsai. 2005).

Tobb kutatocsoport kimutatta, hogy a stresszfehérjék hatassal vannak a membranok
milkodésére. Megfigyelték, hogy a kismolsulyu hdsokkfehérjék hozzakapcsolodhatnak a
membranokhoz novelve annak rendezettségét. Az Oenococcus oeni tejsavbaktérium 18 kDa
nagysagi hdsokkfehérjéje (Lol8) kiilonbozd stresszhatdsokra (pl: hé vagy etanolkezelés)
indukalodik, €s etanol kezelés utdn a membranhoz kapcsolodik. Ennek hatasara megvaltoznak

a membran tulajdonsagai, n6 a molekuldk rendezettsége, ezzel egyiitt csokken a membran
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fluiditasa (Coucheney és mtsai. 2005). A Hsp60 csaladba tartoz6 GroEl fehérjérdl szintén
bebizonyosodott, hogy megndveli a lipidek rendezettségét, és stabilizalja azokat Stressz
koriilmények kozott (Torok és mtsai. 1997). Hasonldéan viselkedik a Synechocystis nevii
kékalga Hsp17 fehérjéje (Torok és mtsai. 2000), ami a membranokhoz kapcsolodva megvédi
azokat héstressz soran. Tsvetkova és mtsai. (2002) a kismolstlyt hdsokkfehérjék csaladjaba
tartozd oB-crystallinnal és a Hspl7-tel kapcsolatban figyelték meg, hogy mindkettd
befolyasolja a membranok fluiditasat, és stabilizaljdk a membran szerkezetét in vitro.
Gerincesekben kimutattak, hogy az o-crystallin képes hozzakapcsolodni az ocularis
plazmamembranhoz, és szintetikus foszfolipid vezikuldkhoz (Cobb és Petrash 2000). A fenti
eredmények azt mutatjadk, hogy a kismolsulyu hdsokkfehérjéknek fontos szerepiik lehet a
membran védelmében stressz koriilmények kozott. A stresszfehérjék hasonlé modon
befolyasolhatjdk ioncsatorndk miikodését, azaltal, hogy megvaltoztatjdk a membran
szerkezetét, amiben ezek a csatorndk megtalalhatok, de akar kozvetleniil is kdlcsonhatasba
keriilhetnek az ioncsatorna fehérjékkel, vagy modosithatjak azok expressziojat (Ficker ¢és
mtsai. 2003, Krieger és mtsai. 2006, Kashlan ¢és mtsai. 2007). Ezen tanulmanyok és a sajat
eredményeink ismeretében arra kovetkeztethetiink, hogy a Hsp27 védelmet biztosithat az akut
etanol kezelés membran és membran fehérje-karositd hatdsaival szemben.

Kisérleteink masodik fazisaban a Hsp27 védo szerepét vizsgaltuk kronikus alkohol
adagolaskor. A hosszu tavu etanol fogyasztds neurodegenarativ folyamatokat valt ki az agy
kiilonbozd régidiban. A tiineteket tobb faktor egyiittesen befolydsolja. A megndvekedett
oxidativ stressznek valoszinlileg fontos szerepe van az idegsejtek karositasdban, de az
alultaplaltsag, kiilonboz6 vitaminok hianya, és mas szervek (pl. a maj) karosodasa is
hozzajarul a neurodegenerativ folyamatok kialakuldsdhoz. Tobb tanulmany azt mutatja, hogy
kronikus etanol kezelés hatdsdra megnd a szabadgyokok mennyisége és a lipid peroxidaciod
mértéke az agyban. Az agy kiilondsen érzékeny az oxidativ stresszel szemben, mivel az
idegsejtek membranjai gazdagok tobbszorosen telitetlen zsirsavlancokban, ezenkiviil a katalaz
és SOD aktivitas is alacsonyabb a neuronokban (Halliwell, 2006). Egy korabbi tanulmany
szerint a szolében levo, erds antioxidans tulajdonsagu polifenolok megvédik az idegsejtek
membranfehérjéit az etanol kéros hatdsaival szemben (Sun és mtsai. 1999), amibdl szintén
arra kovetkeztethetiink, hogy az etanol toxicitasdban nagy szerepe van a megndvekedett
oxidativ stressznek.

A hdsokkfehérjék termelddését kiilonbozd stresszfolyamatok indukélhatjak, ilyen
példaul az oxidativ stressz. A Hsp27 képes megvédeni a sejteket az oxidativ stresszel

szemben azaltal, hogy csokkenti a reaktiv oxigén gyokok (ROS) szintjét. Tobb vizsgalat
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kimutatta a Hsp27 védd hatasat ischemia-reperfuzos allatmodellekben, ahol az oxidativ
stressznek fontos szerepe van az idegsejtek pusztulasaban. Ezen kiviil a Hsp27 megndveli a
hidrogénperoxiddal kezelt idegsejtek ¢letképességét (An és mtsai. 2008). Ezek az eredmények
azt bizonyitjak, hogy a Hsp27 fokozott védelmet biztosit az oxidativ stressz altal kivaltott
sejtkarosodas ellen.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a Hsp27 fehérje tltermelése valamennyi
vizsgalt agyrégioban (agykéreg, hippokampusz, kisagy) csokkenti a karosodd idegsejtek
szamat a hosszu tava etanol kezelés alatt. A fenti eredmények fényében feltételezhetjiik, hogy

ez legalabb részben a Hsp27 oxidativ stresszel szembeni védo hatésa altal valosul meg.

A Hsp27 szerepe az Alzheimer-kor szerii tiinetek kialakulasanak lassitasaban

Az Alzheimer-kér korai tiinetei kozott szerepel a rovidtava memoria karosodasa.
Ismert, hogy a hippokampalis szinaptikus hatékonysagban bekovetkez6 valtozasok megeldzik
peptidekbdl képz6do diffaz oligomerek okozzak (Selkoe, 2002).

Tobb tanulmany ramutatott arra, hogy a szolubilis AP szadrmazékok (példaul a
szolubilis oligomerek) mennyisége szorosabban 0sszefiigg a kognitiv képességek romlasanak
mértékével, mint a plakkok stirlisége (Naslund és mtsai. 2000, McLean és mtsai. 1999, Lue és
mtsai. 1999). Amiloid plakkokat olyan egyénekben is talaltak, akik Alzheimer-korra utald
tiineteket nem mutattak (Katzman és mtsai. 1988). Transzgenikus allatmodelleken folytatott
kisérletekbdl kideriilt, hogy a sejten beliil felhalmoz6do AP szinaptikus és elektrofiziologia
miikddési zavarokat, viselkedésbeli valtozasokat okoz még azeldtt, hogy a sejten kiviil,
plakkok formajaban lerakddna (Chui és mtsai. 1999, Moechars és mtsai. 1999, Kumar-Singh
és mtsai. 2000, Mucke és mtsai. 2000). A fenti eredmények azt bizonyitjak, hogy az A
fontos szerepet jatszik az Alzheimer-kor tiineteinek kialakulasaban. A fehérje toxikus formai,
legyenek azok akar az oligomerek, vagy nagyobb aggregatumok, egy sor kedvezdtlen
folyamatot inditanak el, amelyek végiil az idegsejtek miikodési rendellenességeihez vezetnek.
Ezért az AP lebontasanak illetve oligomerizacidjanak befolydsolasa kulcs szerepet jatszhat az
Alzheimer-kor megel6zésében illetve terapiaja soran. Tobb laboratoriumban kimutattak, hogy
a stresszfehérjék hatékonyan gatoljdk a neurodegeneraciot, ezért igéretesek lehetnek
kiilonbozd fehérjekonformécios rendellenességek gyogyitasaban (Muchowski és Wacker,

2005).
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Munkank soran azt vizsgaltuk, milyen hatasa lehet a Hsp27 taltermelésének az
Alzheimer-kor tiineteinek kialakulasa soran transzgenikus egerekben. Ehhez az
APPswe/PS1dE9 egértorzset hasznaltuk, ami az Alzheimer-kor validalt allatmodellje. Az
(APPSwe), illetve a presenilinl gén “deltaE9” delécids mutansat. Az APP egy receptor szerli
transzmembran fehérje (Kang és mtsai. 1987), ami egyarant el6fordul idegsejtekben, és nem
neuralis szovetekben. Az APP fehérjét az esetek 90%-ban az a-szekretaz (TACE) hasitja
APPa és C83 peptidekre. Az esetek mintegy 10%- ban viszont az APP fehérjét a B-szekretaz
(BACE) hasitja APPB es C99 peptidekre, ez utobbit a y-szekretaz (presenilin komplex) tovabb
hasitja, és egy erGsen neurotoxikus termék, az AP peptid [1-42] keletkezik. Koros
koriilmények hatasara erételjesen megnovekszik a - és y-Szekretdz aktivitas, amelynek
eredményeképpen nagymennyiségben termelddik a karos AP peptid. A mutans transzgének
hatasara az egértorzsben Alzheimer-korra jellemz6 elvaltozasok alakulnak ki, mint példaul
amiloid lerak6dasok, axon-degeneracio illetve a szinapszisok szamanak csokkenése, a tanulasi

képességek és a memoria gyengiilése (http://jaxmice.jax.org/strain/004462.html). Ezt az

egértorzset kereszteztiik laboratoriumunkban korabban létrehozott human Hsp27 fehérjét
taltermeld egértdrzzsel, igy egy olyan uj, tobbszordsen transzgenikus egértorzset allitottunk
eld, amelyen lehet6ségiink nyilt tanulmanyozni a Hsp27 szerepét az Alzheimer-kor
kialakulasa, korfejlédése soran.

Szamos tanulméany szerint a szolubilis AP oligomerek gatolhatjak a hosszutava
szinaptikus plaszticitast, és befolyasolhatjak a tanulas képességeét (Haas és Selkoe 2007).
Kisérleteink soran ezért eldszor a térbeli tanuldst €és memoriat vizsgaltuk a Barnes-féle
labirintus és Morris-féle vizilabirintus tesztekkel. A varakozasnak megfeleléen az AD modell
allatokban (APPswe/PS1dE9) csokkent a térbeli tanulas képessége, a vad tipusu allatokhoz
képest hosszabb iddbe telt, mire megtalaltdk a menekiild dobozt, illetve a platformot. Az
APPswe/PS1dE9/Hsp27 csoport teljesitménye viszont hasonld volt a vad tipushoz, amibdl
arra kovetkeztethetiink, hogy a Hsp27 fehérje tultermelése csokkenti a tanulésban,
memoridban bekovetkezd zavarokat.

A viselkedési tesztek utan a hossz(tava szinaptikus plaszticitast is vizsgaltuk, ami a
tanulds celluldris mechanizmusanak egyik legelterjedtebb modellje. Eredményeink azt
mutatjadk, hogy az APPswe/PS1dE9 egereknél karosodott a hosszatavih szinaptikus
plaszticitas, de ezt a Hsp27 fokozott expresszioja helyreallitja. Az AD modell egerekben az
idegi halozat serkenthetdsége is megnovekedett, ami egybe vag a szakirodalmoban fellelhetd

adatokkal, ugyanis ismert, hogy az idésebb AD modell egerek hajlamosabbak epilepszias
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rohamokra (Palop és mtsai. 2007, Westmark és mtsai, 2008, Minkevicience és mtsai. 2009,
Vogt és mtsai, 2009). Ezzel szemben a Hsp27 taltermeldé AD modell torzsben ez a
megnovekedett serkenthetéség nem volt tapasztalhato.

Annak ellenére, hogy egyre tobb eredmény azt sugallja, hogy a nagy AP
aggregatumok kozombosek, vagy akar védo hatastak is lehetnek a sejtekre nézve, meg kell
emliteni, hogy a fibrillumokbol 4all6 plakkok koriil megfigyelhetdek karosodott idegsejtek,
amibdl arra kovetkeztethetiink, hogy az oldhatatlan aggregatumok is karosak az idegsejtekre
nézve. A probléma az, hogy a nagy aggregatumok koriil eléfordulhatnak kisebb, diffuzibilis
partikulumok, példaul oligomerek (Haas és Selkoe 2007). Ennek fényében nehéz eldonteni,
hogy a nagy, oldhatatlan aggregatumok vagy a kisebb, szolubilis oligomerek feleldsek az
idegsejtek pusztulasaért. Kisérleteink soran megvizsgaltuk az amiloid plakkok mennyiségét a
transzgenikus allatok agyaban, és azt tapasztaltuk, hogy az APPswe/PS1dE9/Hsp27 egerek
agyaban jelent0sen kevesebb plakk szamolhatd meg, mint az APPswe/PS1dE9 egerek
esetében. Ebbdl a kisérletb6l azonban nem deriil ki, hogy az alacsonyabb amiloid plakk szam
az AP peptid fokozott lebontasanak és eltavolitasanak (clearance) a kovetkezménye, vagy
eleve kevesebb AP peptid keletkezett a Hsp27 fehérjét thltermeld torzsben, esetleg az AP
chaperonok védd hatasat kiilonb6z6 neurodegenerativ betegségek allatmodelljében, a védelem
molekularis mechanizmusa még nem teljesen ismert. A stresszfehérjék valdszintileg tobb
megel6zése, majd az altaluk elésegitett proteoszomas lebontasnak szerepe lehet a toxikus
fehérjék eltavolitasaban is. Ezen kiviil csokkenthetik az oxidativ stressz mértékét, illetve
gatolhatjak az apoptotikus folyamatokat, ezek szintén hozzajarulhatnak a védd hatasukhoz
(Muchowski ¢s Wacker 2005). Kisérleteink soran megvizsgaltuk a kiilonb6z6 kort allatok
agyaban levd elhalt idegsejtek szamat is. Azt tapasztaltuk, hogy az életkor elérehaladtaval
jelentdsen nétt az idegsejtelhalas mértéke a transzgenikus allatokban, és 14 honapos korban
ugyan az elhalt neuronok szdma kevesebb volt a Hsp27 tultermeld AD egerekben, de ez a
kiilonbség nem volt szignifikans. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a Hsp27 jelen esetben
elsésorban nem az anti-apoptotikus tulajdonsaga révén valt ki védé hatast, hanem

valoszinlileg a betegség egy korabbi fazisaban. Elképzelhetd, hogy a Hsp27-nek elsdsorban az

crer

crer

stresszfehérjék a szinapszisok miikddésére is hatdssal vannak, hiszen tobb tanulmany is

bebizonyitotta, hogy kiilonb6zd stresszfehérjék, koztiik a Hsp27, hdstresszt kovetden a
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szinapszisokban mutathatok ki (Bechtold és Brown 2000, Bechtold és mtsai. 2000). Ezen
kiviil a Hsp70-rdl és a Hsp27-rdl is bebizonyosodott, hogy enyhitik a kémialiag kivaltott
rangogorcsok és epileptoid rohamok sulyossagat (Akbar és mtsai. 2003, Ekimova és mtsai.
2010).

Az AP peptid altal indukalt neurotoxicitas molekularis mechanizmusa sem teljesen
ismert még, kiillonb6z6 tanulméanyok azt mutatjak, hogy ezek a mechanizmusok is sokfélék, a
folyamathoz hozzajarul tobbek kozott a megvaltozott enzimaktivitas, a felborult kalcium
homeosztazis és a megnovekedett szabadgyok termelédés (Small és mtsai. 2001). T6bb
bizonyiték wutal arra, hogy az AP kolcsonhatasba Iéphet bioldgiai membranokkal,
megvaltoztatva azok fluiditasat. Ha az AP megzavarja a membranok szerkezetét,
elképzelhetd, hogy ez olyan folyamatokat indukal, amelyek végiil neuronalis diszfunkciékhoz
vezetnek. Mivel a membranok destabilizacidja befolyasolja a membran komponenseinek
funkciojat, az AP inszercioja egy sor eseményt idézhet eld, mint példaul a Ca homeosztazis
felboruldsa, szabadgyok képzodés, amiket a membranfehérjék konformacidjanak
megvaltozasa katalizal (Kanfer és mtsai. 1999). Fontos azt is megjegyezni, hogy az APP
hasadasa is erdsen fligg a membran fluiditdsatol, hiszen a hasitast végzé a-, B-, és y-
szekretdzok a membranhoz kapcsolodnak. A membran allapotaban bekovetkezd fizikai-kémia
valtozasok nagyban befolyasolhatjdk egyes membran fehérjék, példaul az a-, B-, és y-
szekretazok miikodését. Lehetséges, hogy az AP serkenti az APP hasitasat azaltal, hogy
csokkenti a membran fluiditasat, ami pedig tovabbi AP termelddéshez vezet (Peters és mtsai.
2009). Mivel elképzelhetd, hogy a Hsp27 is képes kolcsonhatasba 1épni a membranokkal és
stabilizalni azokat, ezaltal enyhitheti az AP altal eldidézett, az idegsejtek miikodését
befolyasold folyamatok hatasat, vagy akar csokkentheti az AP termelddésének mértékét.

A reaktiv oxigén gyokok (ROS) keletkezése szintén fontos eleme az AP altal kivaltott
neurotoxikus folyamatoknak. Kimutattak, hogy az AP serkentheti a mitokondridlis ROS
termelését (Behl és mtsai. 1994). Az Alzheimer-kérban szenvedd paciensek agyaban
abnormalisan magas szintli fehérje, lipid €s DNS oxidacié mutathato ki, a szabadgyokok altal
végzett pusztitds kimagasld a plakkok és neurofibrillaris kotegek kornyezetében (Mattson
2004). Mivel tobb tanulmany is kimutatta, hogy a Hsp27 hatékony az oxidativ stresszel
szemben, feltételezhetjiik, hogy részben ezen tulajdonsaga altal csokkentheti az AP

idegsejteket karosito hatasat.
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A DOLGOZAT OSSZEFOGLALASA

Bevezetés

A stresszfehérjék, masnéven hoésokkfehérjék az élovilagban Aaltalanosan elterjedt,
evoluciosan konzervalt fehérjék, melyek az tgynevezett chaperon fehérjék csaladjaba
tartoznak. Stressz hatdsiara nagyon gyorsan indukalodnak, hiszen egyik legfontosabb
feladatuk a sejtek védelme a stressz hatasokkal szemben. A Hsp27 egyik legfontosabb
tulajdonsaga, hogy képes hozzakdtdodni a hibds szerkezetli, instabil fehérjékhez, ezaltal
megakadalyozza, hogy azok egymassal kapcsolodva aggregatumokat képezzenek, ezzel
egylitt biztositja annak lehetdségét, hogy térszerkezetiik a késObbiekben helyredlljon. A
kismolstalyu hésokkfehérjéknek ezen kiviil anti-apoptotikus és antioxidans tulajdonsagai is
vannak, a membranok mikddésében és védelmében is szerepet jatszanak, valamint a
sejtvazhoz kapcsolodva stabilizalhatjak azt. Megfigyelték, hogy a stresszfehérjék, koztik a
Hsp27 neuroprotektiv szerepet téltenek be a legkiilonfélébb idegrendszert karositd hatdsokkal
szemben. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a stresszfehérjék expresszidja megnd az
agyban a szervezetet ért kiilonb6zé stresszhatasokra, tobbek kozott neurodegenerativ
betegségek soran, illetve mind akut mind kronikus etanol fogyasztas hatasara.

Az Alzheimer-kor az egyik leggyakoribb neurodegenerativ betegség, jellemzé tiinetei
a memoria ¢és a kognitiv funkciok folyamatos romlasa, amiloid plakk képzddés,
neurofibrillaris kotegek kialakulasa, szabadgyokok keletkezése, a neuronok metabolikus
homeosztazisanak felborulasa, végiil az idegsejtek pusztulasa. A plakkok f6 alkotoeleme az
AP peptid, egy 4 kDa nagysagu polipeptid, ami az amiloid prekurzor proteinb6l (APP)
keletkezik B- és y-szekretazok proteolitikus hasitasa altal. A keletkezé A peptidek kiilonb6z6
nagysagu aggregatumokat alakitanak ki, melyek kozponti szerepet jatszanak az Alzheimer-
kor tiineteinek kialakulasaban, igy a sejtek azon elemei, melyek részt vesznek az amiloid
termelddésében, lebontasaban vagy oligomerizacidjaban, jo célpontok lehetnek olyan szerek
kifejlesztése soran, amelyek az Alzheimer-kor megeldzését célozzak.

Az alkoholfogyasztas gyakorlatilag az Osszes szervre hatassal van, kozottik az agy
miikodésére is. Az etanol szdmos citotoxikus hatdssal rendelkezik, melyek nagy része
sejttipustol fiiggetlen. Az etanol tobbek kozott befolydsolja a membréanlipidek allapotat,
denaturalja a fehérjéket, hatdsara megemelkedik a reaktiv oxigén gyokok termelddése, ami a

sejtalkotok tovabbi vezethet. Ugyanakkor az akut vagy kronikus etanol kezelés, hasonloan
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mas karos hatasokhoz, aktivalja a hésokkfehérjék termelédését, ezért feltételezhetd, hogy a

stresszfehérjék etanol kezelés soran is védelmet biztositanak.
Célkitiizések

Munkank elsé részében arra kerestiik a valaszt, hogy a Hsp27 rendelkezik-e
neuroprotektiv hatassal akut illetve kronikus etanol kezelést kovetéen. A kovetkezokben
pedig azt vizsgaltuk, hogy a Hsp27 termelédése lassitja-e az Alzheimer-kér tiineteinek

kialakuldsat transzgenikus egerekben.

Eredmények

1. Munkénk soréan eldallitottuk a human Hsp27 fehérjét taltermeld transzgenikus egértrzset.
Western blot analizissel meghataroztuk a transzgén kifejezddését az agyban. A Hsp27
fehérje eloszlasat a  kiilonbozé agyrégiokban Western blot analizissel és
immunhisztokémiai festéssel kovettiilk nyomon.

2. Akut etanol kezelés utan viselkedési tesztekkel mutattuk ki, hogy a Hsp27 fehérje
tultermelddésének védo hatasa van az etanol egyensulyt és mozgaskoordinacidt karositd
tulajdonsagaval szemben.

3. Kronikus etanol kezelés utan Fluoro-JadeC festéssel kimutattuk, hogy a Hsp27 fehérje védo
hatast fejt ki az etanol altal kivaltott idegsejt pusztuldssal szemben.

4. A Hsp27 tlltermeld torzset az Alzheimer-kor validalt allatmodelljével dsszekeresztezve
eléallitottunk egy tobbszordsen transzgenikus egértorzset (APPswe/PS1dE9/Hsp27),
amelynek segitségével azt vizsgaltuk, hogy a Hsp27 képes-e lassitani az Alzheimer-kor
tiineteinek kialakulasat.

crer

¢és kimutattuk, hogy a Hsp27 hatasara javult az AD modell allatok tanulasi képessége.

6. Az elektrofizioldgias vizsgalatokkal kimutattuk, hogy az AD modell allatoknal nem jol
mikodik a hossztavu szinaptikus plaszticitas, valamint az idegi halozat serkenthetdsége
is megnovekedik, de ezt a Hsp27 taltermelése helyreallitja.

7. Az amiloid plakkok immunhisztokémiai festésével kimutattuk, hogy Hsp27 fehérjét
tultermelé AD modell allatok kiilonb6z6 agyrégidiban (agykéreg, hippokampusz)
szignifikansan kevesebb plakk mutathato6 ki, mint az AD modell allatok agyaban.

8. Az elhalt idegsejteket aktivalt kaszpaz-3 immunfestéssel és Fluoro-JadeC festéssel tettiik
lathatova. Megallapitottuk, hogy az idegsejt pusztulds mértéke jelentdsen megnétt az
¢letkor eldrehaladtaval, és 14 honapos korban ugyan az elhalt neuronok szama kevesebb
volt a Hsp27 ttltermeld AD egerekben, de ez a kiilonbség nem volt szignifikans.

Eredmények megvitatasa
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Eredményeink, 0sszhangban a szakirodalomban fellelhetd adatokkal, azt mutatjak,
hogy a Hsp27 neuroprotektiv hatassal rendelkezik. Kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a
Hsp27 taltermelése megvédi az idegsejteket az akut és kronikus etanol kezelés karos
hatdsaival szemben, illetve lassitja az Alzheimer-kor tlineteinek kialakuldsat a validalt AD
allatmodellben.

Az etanol idegrendszerre Kifejtett hatasa rendkiviil komplex. Egyrészt kozvetleniil
kapcsolodik egyes membranfehérjék specifikus régioihoz ezaltal konformdaciovaltozast
okozva a fehérjék szerkezetében, ami végiil kihat azok funkcidjara. Masrészt akut etanol
kezelés hatasara n6 a membranok rendezetlensége és fluiditasa, ami viszont hatassal van a
receptorok ¢€s ioncsatornak miikddésére. Mivel tobb tanulmany szerint a stresszfehérjék
hatassal vannak a membran miikodésére €s fontos szerepiik lehet a membran védelmében
stressz koriilmények kozott, ezen irodalmi adatok és a sajat eredményeink ismeretében arra
kovetkeztethetiink, hogy a Hsp27 védelmet biztosithat az akut etanol kezelés membran és
membran fehérje karositd hatdsaival szemben. Kroénikus etanol kezelés soran a
megnodvekedett oxidativ stressznek valdszinlileg fontos szerepe van az idegsejtek
karositasaban, de az alultaplaltsag, kiilonb6zd vitaminok hidnya, és mas szervek (pl. a méj)
karosodasa is hozzdjarul a neurodegenerativ folyamatok kialakulasahoz. Tébb tanulmény is
igazolja, Hsp27 képes megvédeni a sejteket az oxidativ stresszel szemben azaltal, hogy
csokkenti a reaktiv oxigén gyokok (ROS) szintjét, igy feltételezhetjiik, hogy az altalunk
kapott eredmények legalabb részben a Hsp27 oxidativ stresszel szembeni védd hatidsanak
kodszonhetdek.

Az Alzheimer-kér korai tiinetei kozott szerepel a rovidtava memoria karosodasa.
Ismert, hogy a szolubilis AP oligomerek gatolhatjak a hosszatava szinaptikus plaszticitast, és
befolyasolhatjdk a tanulds képességét. Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a
varakozasnak megfeleléen az AD modell allatok esetében csokkent a térbeli tanulas
képessége, valamint karosodott a hosszutava szinaptikus plaszticitas, €s megnovekedett az
idegi halozat serkenthetdsége, de ezeket az elvaltozadsokat a Hsp27 expresszidja csokkenti
illetve helyreallitja. Ezen tGlmenden megfigyeltiik, hogy a Hsp27 taltermeld egerek agyaban
jelentdsen kevesebb amiloid plakk szamolhaté meg, mint az AD modell allatok esetében.
Ebbdl a kisérletbol azonban nem deriil ki, hogy az alacsonyabb amiloid plakk szam az A
peptid fokozott lebontasanak és eltavolitasanak (clearance) a kovetkezménye, vagy eleve
kevesebb AP peptid keletkezett a Hsp27 fehérjét taltermeld torzsben, illetve a Hsp27 az AP

crer

molekularis mechanizmusa nem teljesen ismert. Tobb bizonyiték utal arra, hogy az AP
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kolcsonhatasba 1éphet biologiai membranokkal, megvaltoztatva azok fluiditasat. Ha az AP
megzavarja a membran szerkezetét, elképzelhetd, hogy innen indulnak ki azok a folyamatok,
amik az AP altal kivaltott neurotoxicitashoz vezetnek. Mivel elképzelhet6, hogy a Hsp27 is
képes kolcsonhatasba 1épni a membranokkal €s stabilizalni azokat, ezéltal enyhitheti az AP
altal eloidézett, az idegsejtek mikodését befolyasoldo folyamatok hatasat, vagy akar
csokkentheti az AP termelddésének mértékét. A reaktiv oxigén gyokok keletkezése szintén
fontos eleme az AP altal kivaltott neurotoxikus folyamatoknak. Mivel tobb tanulmany is
kimutatta, hogy a Hsp27 hatékony az oxidativ stresszel szemben, feltételezhetjiik, hogy

részben ezen tulajdonsaga altal csokkentheti az AP idegsejteket karosito hatasat.
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SUMMARY OF THE THESIS

Introduction

Heat shock proteins are ubiquitously expressed evolutionary conserved proteins which
are critical regulators of cellular homeostasis. They are rapidly induced in response to
stressors and their most important function is to protect cells against various cellular stresses.
Hsp27 belongs to the small heat shock protein family, which are ATP-independent
chaperones. Most important function of Hsp27 is that it can bind to non-native proteins,
inhibit the aggregation of incorrectly folded proteins, and maintain them in a refolding-
competent state. Moreover, it also has anti-apoptotic and antioxidant activities, and it binds to
the actin cytosceleton and stabilizes it. Several studies suggest that heat shock proteins and
Hsp27 have neuroprotective functions against different brain damaging effects. It was shown
that the expression of heat shock proteins is elevated due to different stress factors, for
example in neurodegenerative diseases, or after acute or chronic ethanol treatment.

Alzheimer’s disease (AD) is one of the most common neurodegenerative diseases
which prevalence is strongly correlated with aging. Alzheimer's disease is characterized by
progressive loss of memory and cognitive functions, senile plaque deposition, formation of
neurofibrillary tangles, induction of reactive oxygen species and neuronal cell death. The
major component of senile plaques is the amyloid-p protein (AP) which is a 4 kDa
polypeptide and it is generated from the amyloid precursor protein (APP) by proteolytic
cleavage of B- and y-secretases. Conformational changes of soluble AP may lead to
aggregation into oligomers, protofibrils and mature fibrils. AP aggregation may cause
neurodegeneration through multiple pathways, therefore cellular factors that affect the
production, clearance, and oligomerization of AB may be good targets for the development of
drugs to prevent AD.

Ethanol affects actually all body organs including brain. Ethanol has several cytotoxic
effects and most of them are independent of cell type. The interaction of ethanol with
membranes causes a decreased membrane order, increased membrane fluidity. It can also
interact directly with membrane proteins causing conformational changes thus influencing
their function. The increase of oxidative stress may be also involved in neurodegenerative
action of ethanol. At the same time ethanol treatment, like other stress factors, has a Hsp
inducing effect, which suggest that stress proteins might have protective functions against the

harmful effects of ethanol treatment.
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Aim of the study

The aim of our studies was a) to investigate the neuroprotective effect of Hsp27
protein after acute and chronic ethanol administration, and b) to study the effect of the small
heat shock protein Hsp27 on AP accumulation and related pathological features of

Alzheimer’s disease.

Results

1.) In our lab we generated a transgenic mouse line overexpressing the human Hsp27
protein. Transgene product was detected using Western blot analysis. To monitor the
distribution of Hsp27 in the brain, Western blot and immunohistochemical analysis were
used.

2.) After acute ethanol administration behavioral tests were performed to monitor
motor coordination, imbalance and ataxia. We found that after ethanol treatment wild-type
mice had impaired motor coordination, while Hsp27 overexpressing mice performed better in
the behaviour tests.

3.) After chronic ethanol treatment brain sections of mice were stained with Fluoro-
JadeC staining. We found significantly lesser amount of degenerated neurons in the brain of
ethanol-treated transgenic mice compared to wild type mice.

4.) In order to study the protective role of Hsp27 during the development of
Alzheimer’s disease we crossed Hsp27 transgenic mice with APPswe/PS1dE9 mice, which is
the validated model of Alzheimer’s disease.

5.) Spatial learning and memory were tested using Barnes maze and Morris water
maze. In both tests we found that the spatial learning of APPswe/PS1dE9 mice was impaired,
in contrast, wild type and APPswe/PS1dE9/Hsp27 mice learned to find the escape hole or
platform during the training period as indicated by the progressive reduction in escape
latency.

6.) Amyloid plaque formation was studied using AP immunostaining on frozen
sections. Numerous plague-depositions were observed in the brain of APPswe/PS1dE9/Hsp27
transgenic animals, however the number of the plaques was significantly less than in the
APPswe/PS1dE9 group.

7.) To monitor neuronal apoptosis in 7 and 14 months old transgenic mice, caspase 3
immunostaining and Fluoro-JadeC staining were used. The number of degenerated neurons

was markedly increased during aging. In 14 months old, Hsp27 overexpressing mice we
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found slightly decreased number of degenerated neurons compared to AD model mice, but the
difference was not significant.

8.) Electrophysiological recordings revealed that the excitability of neurons was
significantly increased and long term potentiation was impaired in the APPswe/PS1dE9

group, but this was rescued in the APPswe/PS1dE9/Hsp27 mice.

Discussion

Our data are in strong agreement with earlier findings and show that Hsp27 has
neuroprotective effect, indeed. We found that Hsp27 can protect neurons against the acute and
chronic toxic effects of ethanol and also can ameliorate symptoms of Alzheimer’s disease.

Ethanol has a very complex effect in nervous system. Alcohol can directly interact
with membrane proteins at specific sites on each protein producing conformational changes
thus influencing their function. Acute administration of ethanol can increase membrane
disorder by hyperfluidizing the membrane, which in turn has an effect on receptors and ion
channel functions. Several studies have demonstrated that there is a potential link between
heat-shock proteins and membrane function, as Hsps can bind to membranes, increase its
physical order and stabilize the membrane under stress conditions, which suggest that Hsp27
might has a membrane and membrane protein protecting effect during acute ethanol
administration. During chronic alcohol consumption the increase of oxidative stress might
play a major role in the initial damages of neurons, which is further complicated with
malnutrition and vitamin deficiency and by the effect of damage of other organs (ie. liver).
Hsp27 was shown to protect cells against oxidative stress by decreasing the level of ROS. Our
results show that Hsp27 can protect neuronal cells against degradation after long-term ethanol
consumption, probably through its anti-apoptotic and oxidative stress-attenuating properties.

In the earliest clinical phase of AD, patients produce a remarkable impairment of
short-term-memory. Several studies have shown that soluble oligomers of Ap were able to
inhibit long-term potentiation (LTP) and cause learning and memory deficit. In our study we
found that spatial learning and LTP was impaired and synaptic excitability was also increased
in AD model mice but these symptoms were normalized by Hsp27. We also found a
significantly lower level of B-amyloid deposition in the brain of APPswe/PS1dE9/Hsp27
animals compared to the APPswe/PS1dE9 group. However, it is not clear that this reduced
number of plaques is the result of an enhanced AB-clearance or lower level of Ap production,
aggregation or plaque-deposition in the Hsp27 overexpressing AD model mice. The exact

molecular mechanisms of AP induced neurotoxicity is not fully known. Several evidences are
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available suggesting that AP can interact with artificial and biological membranes altering its
fluidity. Since AP peptides perturb cell membrane fluidity, the cell membrane may be the
location where the neurotoxic cascade of AP is initiated. We can suppose that Hsp27 can
interact with and stabilize cellular membranes, thereby it can diminish the level of Ap induced
neurotoxic cascade or moreover the production of AB. The generation of reactive oxygen
species (ROS) is also a crucial factor in the molecular mechanisms of Ap-induced
neurotoxicity. As several studies have shown that Hsp27 has a protective effect in oxidative
stress, we can hypothetize that Hsp27 might eliminate the neurotoxicity of AP, at least in part,

due to this property.
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